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RESUMEN 
Esta tesis determina los mecanismos fisiológicos intervinientes en la terminación de la 
dormición en semillas de Cynara cardunculus y otras especies no domesticadas a las 
temperaturas alternadas. La comprensión de los mecanismos fisiológicos, se inició a 
partir de la comparación de los parámetros resultantes de la aplicación del modelo de 
hidrotiempo. Se observó que las temperaturas alternadas redujeron el potencial agua 
base para la germinación (ψ(b)50). Este hecho denota que las temperaturas alternadas 
incrementan la capacidad del embrión para superar aquellas restricciones de origen 
físico y/o endógeno que impiden su crecimiento. El incremento del potencial de 
crecimiento del embrión está regulado hormonalmente donde las fitohormonas ácido 
abscísico (ABA) y giberelinas (GAs) ejercen respectivamente, roles antagónicos en el 
mantenimiento de la dormición y en la promoción de la germinación. En las semillas 
expuestas a las temperaturas alternadas, se observó un menor contenido y una pérdida 
de la sensibilidad al ABA. Por el contrario, no se observaron cambios en el contenido 
y/o en la sensibilidad a las GAs de las semillas entre ambos regímenes térmicos de 
incubación. Además, se observó que el mantenimiento de la dormición en las semillas 
expuestas a temperaturas de incubación constantes fue producto del incremento en la 
biosíntesis de novo del ABA. Los mecanismos hormonales por los cuales las 
temperaturas alternadas terminan con la dormición, se encontrarían regulados a nivel de 
la expresión de genes, siendo posible destacar la correspondencia observada entre la 
reducción en el contenido y en la sensibilidad al ABA bajo temperaturas alternadas y la 
menor abundancia de los transcriptos de NCED y de ABI5 involucrados en la síntesis y 
en la señalización del ABA.  
 
PALABRAS CLAVE: Dormición, temperaturas alternadas, Cynara cardunculus, 
modelo hidrotiempo, ácido abscísico, giberelinas, NCED, ABI5. 
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“Physiological and molecular mechanisms involved in seed dormancy termination 
by fluctuating temperatures” 
 
ABSTRACT 
This thesis describes the physiological mechanisms involved in seed dormancy 
termination of Cynara cardunculus and some other non-domesticated species by 
fluctuating temperatures. The understanding of physiological basis to responses to 
fluctuating temperatures, started from the comparison of the parameters resulting from 
the application of hydrotime model. Fluctuating temperatures shifted mean base water 
potential (ψb(50)) values downwards. This finding implies that fluctuating temperatures 
terminates seed dormancy through an enhancement of embryo potential to overcome a 
physical restraint for germination. The increase in the embryo growth potential is 
hormonally regulated, where abscisic acid (ABA) and gibberellins (GAs) play 
respectively antagonistic roles in maintaining dormancy and promote germination. 
Seeds exposed to fluctuating temperatures, showed a lower ABA content and a loss of 
ABA sensitivity. In contrast, no changes in GAs content and sensitivity were registered 
among seeds incubated at fluctuating or constant temperatures. It was founded that 
dormancy maintenance in constant temperature-treated seeds was due to the increase in 
ABA de novo biosynthesis. The hormonal mechanisms, by which fluctuating 
temperatures terminates dormancy, would be regulated at the level of gene expression. 
Indeed the reduction of ABA content and sensitivity by fluctuating temperatures was in 
agreement with the low abundance of NCED and ABI5 transcripts involved in ABA 
synthesis and signaling. 
 
 
KEY WORDS: Seed dormancy, fluctuating temperatures, Cynara cardunculus, 
hydrotime model, ABA, gibberellins,  NCED, ABI5 
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INTRODUCCIÓN GENERAL 
Dormición 
 
El término dormición se refiere al estado de la planta entera o alguno de sus órganos 
(i.e. semillas, yemas, tubérculos y bulbos), caracterizado por un cese temporario de su 
crecimiento y desarrollo (Hilhorst et al., 2010). En semillas viables e intactas, la 
dormición se define como una imposibilidad temporaria para completar la germinación 
ante el conjunto de condiciones favorables (e.g. temperatura, luz, O2, disponibilidad 
hídrica) para las semillas no-dormidas (Linkies et al., 2010). La dormición confiere a las 
poblaciones de semillas una ventaja adaptativa clara, ya que evita que el proceso de 
germinación ocurra bajo condiciones ambientales que desencadenarían una muerte 
prematura de las plántulas y reduce la competencia entre individuos de la misma especie 
(Finkelstein et al., 2008). La dormición ha evolucionado diferencialmente entre especies 
siendo al presente frecuentemente observable en muchas especies no domesticadas y en 
poblaciones de malezas. En contraste y con el objetivo de obtener altos rendimientos, 
las especies cultivadas han sido seleccionadas intensamente en contra de este rasgo con 
el propósito de obtener una germinación rápida y uniforme (Benech-Arnold et al., 
2000).  
La dormición impone una demora entre el tiempo de dispersión de las semillas y la 
germinación. No obstante, las causas que originan la dormición son variables. En las 
últimas décadas, fueron propuestos sucesivos modelos para la clasificación de la 
dormición. Entre ellos es posible destacar los trabajos realizados por Harper (1959), 
Nikolaeva (1977), Bewley y Black (1994), Hilhorst (1995) y más recientemente por 
Baskin y Baskin (2004). Estos últimos autores, retomando la propuesta de Nikolaeva, 
elaboraron un sistema de clasificación donde se distinguen cinco clases de dormición: 
fisiológica, morfológica, morfofisiológica, física y un último tipo resultante de la 
combinación entre la dormición fisiológica y la física. La dormición fisiológica es el 
tipo de dormición observable más frecuentemente en semillas de especies que habitan 
climas templados y que pertenecen a varias familias (Crucíferas, Asteráceas y 
Solanáceas) (Linkies y Leubner-Metzger, 2011). La disminución y posterior salida de 
este estado requiere que las semillas perciban señales específicas del ambiente (e.g. frio, 
luz) (Linkies et al., 2010). La dormición fisiológica resulta de la acción de una serie de 
mecanismos sujetos a regulación hormonal que culminan en una restricción sobre el 
crecimiento del embrión en las semillas embebidas; de no actuar estos mecanismos, el 
crecimiento del embrión es reanudado como resultado del proceso de germinación 
(Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006). La dormición fisiológica se divide 
posteriormente en dos subcategorías, no profunda y profunda, según las semillas 
respondan o no respectivamente a tratamientos con reguladores de crecimiento como el 
ácido giberélico (GA) que promueven  la germinación.  
La dormición de origen morfológico se observa en semillas con embriones inmaduros o 
muy pequeños comparados con el tamaño de la semilla entera (i.e. relación embrión: 
semilla < 0.1); las semillas que la presentan no tienen dormición fisiológica y necesitan 
más tiempo para germinar. La dormición de naturaleza morfofisiológica está presente en 
semillas que presentan conjuntamente embriones pequeños y un componente de 
dormición del tipo fisiológico. La dormición de origen física está causada por cubiertas 
impermeables al agua y por último la dormición producto de la acción conjunta de 
componentes físicos y fisiológicos (Finch Savage y Leubner-Metzger, 2006).  
Los diferentes tipos de dormición se inducen durante el desarrollo de las semillas, 
estableciéndose la denominada dormición de tipo primaria (Hilhorst, 1995). La 
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dormición primaria alcanza su nivel más elevado en cercanías de la madurez fisiológica 
de las semillas, para decaer luego de ser dispersadas o cosechadas desde la planta madre 
a un ritmo particular para cada semilla, especie o genotipo y de su interacción con el 
ambiente. Las semillas de especies con una salida de la dormición lenta permanecen en 
el suelo meses o años formando parte de los denominados bancos de semillas 
persistentes.  Por el contrario, aquellas poblaciones de semillas con una rápida salida de 
la dormición y una breve persistencia en el suelo forman bancos de semillas transitorios 
(Buhler et al., 1998). El diferente grado de dormición que presentan las semillas dentro 
de una misma población permite una distribución amplia en el tiempo de la germinación 
con la consecuente exploración de diferentes condiciones ambientales por parte de las 
plántulas generadas (Benech-Arnold et al., 2000). 
 
Adquisición y modulación del nivel de dormición en poblaciones de semillas: 
Influencia de factores endógenos y ambientales 
 
I) Factores endógenos 
 
El ácido abscísico (ABA) y las giberelinas (GAs) son consideradas las hormonas 
principales en la inducción de la dormición y la promoción de la germinación de 
semillas (Kucera et al., 2005). Estas biomoléculas son necesarias en la trasferencia de la 
información del ambiente a las semillas y bajo su influencia se modulan los cambios en 
el nivel de dormición de semillas (Yamaguchi et al., 2008). Si bien la participación de 
ambas hormonas sigue siendo central en el control de este estado, es cada vez mayor la 
información disponible sobre la participación de otras hormonas como el etileno, las 
auxinas y los jasmonatos cumpliendo diferentes roles en el mantenimiento y salida de la 
dormición (Finkelstein et al., 2008; Linkies y Leubner-Metzger, 2012). Múltiples líneas 
de evidencia señalan al ABA como responsable de la inducción y del mantenimiento de 
la dormición (Finkelstein et al., 2008). En efecto, niveles elevados de ABA se acumulan 
durante el periodo medio y tardío de la embriogénesis para asegurar el desarrollo 
normal de las semillas, inducir la dormición y evitar la germinación precoz (Kucera et 
al., 2005). Un déficit de ABA, debido a mutaciones o por la utilización de inhibidores 
químicos de su biosíntesis, establece un nivel de dormición reducido al momento de la 
dispersión. Por el contrario, la sobreexpresión de genes responsables de la síntesis de 
enzimas participantes en la síntesis del ABA, incrementa el nivel de dormición o 
demoran la germinación (Nambara y Marion-Poll, 2003). La evidencia experimental 
reporta que para la inducción del estado de dormición, solamente es efectivo el ABA 
producido en el embrión (Karsen et al., 1983; Hilhorst, 1995). Por el contrario, tanto el 
ABA producido por tejidos maternos como el aplicado exógenamente, no es efectivo 
para inducir la dormición. Esto hecho implica que el propio embrión controla el 
establecimiento de este estado (Finch-Savage y Leubner Meztger, 2006). En paralelo 
con su rol como inductor de la dormición, la síntesis y acumulación de ABA es 
importante también por estimular en las semillas los procesos de acumulación de 
reservas y de adquisición de la tolerancia a la desecación (Nambara et al., 2010).   
Sin embargo, el ABA no es el único responsable en establecer y mantener la dormición. 
En efecto, el establecimiento de la dormición es resultado del balance del ABA y de las 
GAs. Las GAs son una familia de hormonas diterpenoides que regulan el desarrollo y la 
germinación de las semillas, y otros procesos ligados al crecimiento de las plantas como 
la expansión foliar, la elongación de los tallos y la floración (Sawada et al., 2008). 
Durante el desarrollo de las semillas, la biosíntesis de GAs se encuentra regulada 
negativamente observándose una acumulación mínima de formas de GAs bioactivas y 
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de sus precursores (Yamaguchi et al., 2001). Sin embargo, aun estas concentraciones 
reducidas de GAs ejercen un efecto fisiológico concreto, ya que su carencia, debido a la 
aplicación de un inhibidor químico de la síntesis de GAs, produce semillas con un 
tiempo de dormición mayor que los controles no tratados (Steinbach et al., 1997). En 
conjunto, estos resultados exhiben que la imposición y el mantenimiento de la 
dormición es consecuencia de un balance entre inhibidores (ABA) y promotores (GAs) 
de la germinación lo que determinará el establecimiento y una dinámica propia de salida 
desde la dormición. 
Análisis moleculares permitieron corroborar que la modulación de la actividad del ABA 
y las GAs en tiempo y espacio se basa en la acción de factores de trascripción del tipo 
B3 como el FUS3. Este factor de transcripción fue señalado como un regulador positivo 
de la acumulación del ABA y negativo para las GAs durante el desarrollo de las 
semillas (Nambara et al., 2000; Holdsworth et al., 2008). También la sensibilidad al 
ABA y a las GAs se halla regulada antagónicamente por factores de trascripción del tipo 
B3 (Giraudat et al., 1992, citado por Yamaguchi et al., 2008). En efecto, los genes 
ortólogos ABSCISIC ACID INSENSITIVE 3 (ABI3) y VIVIPAROUS 1 (VP1) activan 
la transcripción de genes ABA-dependientes, como la represión de la transcripción de 
los genes GA-dependientes (Yamaguchi et al., 2008). 
En semillas maduras ya dispersadas, la regulación de la dormición continúa bajo control 
de estas fitohormonas. En efecto, la regulación del nivel de dormición es producto de un 
balance dinámico entre los procesos de síntesis y degradación del ABA y de las GAs, 
donde la salida de la dormición se asocia frecuentemente con un incremento en la 
concentración de GAs (Sawada et al., 2008), en la sensibilidad a las GAs (Benech-
Arnold et al., 2003), una reducción del contenido de ABA (Ali-Rachedi et al., 2004; 
Millar et al., 2006) y una pérdida en la sensibilidad a este compuesto (Corbineau et al., 
2002;  Gualano et al., 2007). En cambio, bajo condiciones ambientales que no estimulan 
la salida de la dormición, Debeaujeon y Koorneef, (2000) y Ali-Rachedi et al. (2004) 
señalaron que el mecanismo involucrado en el mantenimiento de la dormición primaria 
requiere de la síntesis de ABA de novo. Incrementos en el contenido de ABA de novo 
fueron descritos además por Benech-Arnold et al. (2006) y Grappin et al. (2000) en 
semillas de Hordeum vulgare (L.) y Nicotiana plumbaginifolia (Viv.) respectivamente.  
Finch-Savage y Leubner-Metzger (2006) propusieron un modelo que describe la 
regulación hormonal del estado de dormición (i.e. relación ABA/GAs) en respuesta a la 
percepción de las condiciones ambientales que experimenten las semillas (Figura 1.1).  
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Figura 1.1: Modelo de regulación hormonal de la dormición y 
germinación por ABA y GA en repuesta a la temperatura de 
incubación (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006) 
 
 
Metabolismo y red de señalización del ABA y las GAs 
Metabolismo del ABA 
El ABA pertenece a una clase de compuestos denominados isoterpernoides. El ABA es 
sintetizado a partir de un carotenoide C40. Los carotenoides son uno de los 
isoterpenoides ubicados en los plastidos. Es allí donde ocurren los primeros pasos en la 
síntesis del ABA, mientras que las trasformaciones posteriores ocurren en el citosol 
(Figura 1.2) (Nambara y Marion-Poll, 2005). El primer compuesto dentro de la ruta de 
síntesis es la zeaxantina. La zeaxantina sufre dos sucesivas oxidaciones catalizadas por 
la enzima zeaxantina epoxidasa (ZEP), donde se trasforma en violaxanthina. En A. 
thaliana, esta enzima está codificada por el gen AtABA1. Violaxanthina es finalmente 
convertido en un precursor de C15 denominado xantoxina, mediante la acción de la 9cis 
epoxicaroteno dioxigenasa (NCED). En A thaliana los miembros de la familia génica 
AtNCED 2-3-5-6 y 9 fueron propuestos como pasos reguladores claves en la síntesis del 
ABA (Schwartz et al., 2003). En el citosol la xantoxina es posteriormente convertida en 
aldehído abscísico, por la acción de una enzima de cadena corta 
hidroxigenasa/reductasa, la SDR, codificada en Arabidopsis por el gen AtABA2 y luego 
en ABA por la enzima abscisico aldehído oxidasa. En Arabidopsis este último paso esta 
codificado por el gen AAO3 (Seo et al., 2006). La reducción del contenido de ABA es 
ejercida por dos mecanismos diferentes. Estos mecanismos son: el catabolismo y la 
inactivación del ABA (Seiler et al., 2011). El catabolismo del ABA es consecuencia de 
tres tipos diferentes de hidroxilaciones. Sin embargo, la ocurrida en la posición C-8´es 
la predominante en varios procesos fisiológicos. Una enzima oxigenasa del tipo P450, 
denominada ABA 8´-hidroxilasa, cataliza este proceso (Umezawa et al., 2006). La ABA 
8´-hidroxilasa convierte al ABA en ácido faseíco (PA) siendo posteriormente 
catabolizado en ácido dihidroxifaseíco (DPA). La ABA 8´-hidroxilasa esta codificada 
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por miembros de una familia de genes CYP707A. Los genes CYP707A1-CYP707A4 
codifican para esta enzima, siendo los niveles de expresión de CYP707A2 responsables 
de la degradación rápida del ABA durante la imbibición de semillas de Arabidopsis 
(Nambara y Marion-Poll, 2005). Otra manera de inactivar el ABA involucra su 
conjugación con glucosa. La enzima ABA glucosiltransferasa cataliza este proceso que 
conlleva la formación de una forma inactiva de esta hormona denominada ABA 
glucosil-ester (ABA-GE) (Lee et al., 2006).  
 
 
Figura 1.2. Metabolismo del ABA. Cada caja representa a una enzima. Las cajas con 
fondo canela representan a las enzimas con una función regulatoria en semillas. 
Adaptado de Nambara et al. (2010). 
 
Señalización del ABA 
Entre otros autores Umezawa et al. (2011) y Nambara et al. (2010) revisaron los 
avances recientes en la señalización de esta hormona. En la recepción de la señal del 
ABA están involucradas cinco proteínas. Entre ellas, PYR1/PYL/RCAR (integrantes de 
la familia START) ejercen un rol prominente en la respuestas al ABA en las semillas al 
regular la actividad de la PP2C (proteína fosfatasa 2C). Dentro de la familia de las 
PP2C, ABI1 y ABI2 (ABA insensible 1 y 2, respectivamente) se posicionan como los 
actores principales en la regulación de esta respuesta. La respuesta al ABA puede ser 
descripta brevemente de la siguiente manera, PYR/PYL/RCAR, inhiben la actividad de 
las enzimas fosfatasas PP2C (Figura 1.3). En ausencia de ABA, la PP2C inhibe la 
fosforilación de una familia de quinasas (SnRK2). SnRK2, es un regulador positivo de 
la señalización de este regulador de crecimiento. SnRK2 activa a los denominados 
elementos responsivos al ABA (ABRE´s) y de este modo componentes de la 
señalización ubicados corriente abajo (e.g. ABI5) permanecen inactivos. Los ABRE´s, 
son componentes de la señalización del ABA que contienen una matriz común de 
nucleótidos ACGT, siendo esta matriz reconocida por factores de transcripción del tipo 
bZIP. Por el contrario, la presencia de ABA permite que las proteínas receptoras 
PYR/PYL/RCAR secuestren la PP2C y de este modo se permite la activación de las 
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quinasas que activarán a los factores de transcripción que iniciarán la expresión de 
genes responsivos al ABA.  
 
Figura 1.3 Componentes de señalización del ABA (Adaptado de Nambara et al., 
(2010). 
En efecto, ABI3, ABI4 y ABI5 son factores de transcripción que confieren las 
respuestas de las semillas al ABA. ABI5, es un factor de transcripción bZIP que se une 
con un elemento ABRE y activa la transcripción de genes mediada por el ABA. En 
cambio, ABI3 se une con elementos RY y ABI4 se une con el elemento acoplado 1 
(CE1) los cuales funcionan junto con los elementos ABRE para promover la 
transcripción de genes mediada por ABA. ABI3 y 5 interactúan entre sí. Por el 
contrario, no hay interacción entre ABI4 y ABI5.  
 
Metabolismo de las GAs. 
Las GAs son ácidos diterpenos tetracíclicos naturales cuya estructura está formada por 
un anillo ent-giberelano (Yamaguchi, 2008). La biosíntesis de GAs se divide en plantas 
superiores en tres etapas: síntesis de ent-kaureno a partir del geranilgeranildifosfato 
(GGDP), conversión del ent-kaureno a GA12 y síntesis de GAs de 19 y 20 carbonos a 
partir del GA12 (Yamauchi et al., 2007) (Figura 1.4). La primera parte de la biosíntesis 
ocurre en los plástidos y esta catalizada por la acción de terpeno ciclasas (TPS). 
Comienza con la ciclación del GGDP, proceso que tiene lugar en dos pasos, el primero 
catalizado por la enzima ent-copalildifosfato sintasa (CPS) dando como producto ent-
copalil difosfato (CDP), y el segundo paso catalizado por la enzima ent-kaureno sintasa 
(KS) tiene como producto el ent-kaureno (KO). Los genes que codifican para CPS 
fueron aislados en algunas especies. Entre ellas: Arabidopsis el gen AtCPS (GA1) (Sun 
y Kamiya, 1994), en arroz el gen OSCyc1 (Prisic et al., 2004) y en maíz los genes An1 
(Bensen et al., 1995) y An2 (Harris et al., 2005. Los genes que codifican para KS fueron 
aislados entre otras especies en: Arabidopsis AtKS (GA2, Yamaguchi et al., 1998), 
calabaza CmKS (Yamaguchi et al., 1996). 
La segunda etapa de la síntesis tiene lugar en el retículo endoplasmático y está 
catalizada por monooxigenasas del tipo citocromo P450. El ent-kaureno es oxidado a 
ent-kaurenol, a ent-kaurenal y finalmente a ácido ent-kaurenoico por las enzima ent-
a
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kaureno oxidasa (KO). Posteriormente el ácido ent-kaurenoico es oxidado en tres 
oportunidades, en reacciones catalizadas por la enzima ent-kaurenoico oxidasa (KAO) 
para producir GA12. Compuestos que interactúan con el P450 como el Paclobutrazol y el 
Tetcyclasis inhiben la actividad de estas enzimas (Rademacher, 2000). Se han clonado 
genes que codifican para KO en Arabidopsis (Helliwell et al., 1999) y en arroz (Itoh et 
al., 2004). Los genes que codifican para KAO fueron aislados en Arabidopsis AtKAO1 
y AtKAO2 (Helliwell et al., 2001) y en arroz (Sakamoto et al., 2004). La tercera parte 
de la síntesis, ocurre en el citoplasma de las células y está catalizado por enzimas 
dioxigenasas dependientes del 2-oxoglutarato y FE
2+
. El proceso posterior a la GA12 
puede variar de acuerdo con la especie presentando dos rutas diferentes. En la ruta de la 
no hidroxilación temprana del C-13, el C-20 de la GA12, es oxidado dos veces dando 
lugar a GA15 y GA24. La eliminación del C-20 de la GA24 origina la GA9, primera GA 
C-19, siendo ambos pasos catalizados por la GA 20-oxidasa. La posterior incorporación 
de un grupo hidroxilo en posición 3ß en la GA9 produce GA4 primer compuesto con 
actividad biológica siendo este proceso es catalizado por la enzima GA 3-oxidasa. En la 
ruta de la hidroxilación temprana del C-13, el GA12 es oxidado en el C-13 por la enzima 
GA 13-oxidasa transformándose en GA53. Posteriormente en el C-20 es oxidado por la 
GA 20-oxidasas dando GA44 y GA19. A continuación se elimina el C-20 de la GA19 
sintetizándose GA20, primera GA C-19 de la ruta, La posterior incorporación de un 
grupo hidroxilo en posición 3ß en la GA9 produce GA1 compuesto con actividad 
biológica siendo este proceso catalizado por la enzima GA 3-oxidasa. Rademacher 
(2000), señaló que compuestos que mimetizan la estructura de las monoxigenasas 2 
oxoglutarato dependientes (e.g. Prohexadione-Ca y el Trinexapac-ethyl) actúan como 
inhibidores de estas enzimas involucradas en la biosíntesis de GAs.  
Las GAs de C-19 (GAs 20, 1, 19, 4) se desactivan o pierden su actividad biológica 
mediante la ß hidroxilación en C-2 a través de la acción de GA 2-oxidasas siendo este 
proceso clave en la regulación de los niveles de GAs con acción biológica. De este 
modo la GA9, GA4, GA20 y GA1 se transforman en GA54, GA34, GA29 y GA8 
respectivamente. Los genes que codifican para dioxigenasas dependientes de 2-
oxoglutalato GA20-oxidasa y GA3 oxidasas están encargados de la síntesis de GA y los 
genes para GA2-oxidasas están involucrados en su inactivación. La familia de la GA 
20-(GA20ox) oxidasa está formada por un número variable de genes de acuerdo con la 
especie. En Arabidopsis hay cinco genes GA20ox (Phillips et al., 1995), en arroz hay 
cuatro (Sakamoto et al., 2004) y dos en el tabaco (Tanaka-Ueguchi et al., 1998). Los 
genes que codifican para GA3-oxidasas fueron clonados en varias especies. En 
Arabidopsis se han aislado cuatro genes GA3ox (Yamaguchi et al., 1998), en arveja 
(Martin et al., 1997) y arroz (Itoh et al., 2001) fueron aislados 2 genes y en tabaco fue 
aislado un gen GA3ox (Tanaka-Ueguchi et al., 1998, Itoh et al., 1999). El estudio de la 
función de los integrantes de la familia de GA3ox reveló que existe una expresión 
diferencial de cada miembro de la familia siendo AtGA3ox1 y AtGA3ox2 claves en el 
incremento del contenido de GAs (Yamauchi et al., 2007). Fueron clonados GA 2-
oxidasa (GA2ox) en varias especies. Por ejemplo, en Arabidopsis hay 8 genes 
(Yamaguchi et al., 2008), en arroz hay 6 genes (Sakamoto et al., 2004), en tomate y 
arveja 5 genes (Serrani et al., 2007; Martin et al., 1997). El gen AtGA2ox es el miembro 
más importante en la promoción de la germinación en semillas tratadas con luz 
(Yamaguchi et al., 2008) 
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Figura 1.4 Esquema de la ruta del metabolismo de las giberelinas. Paso de CDP a GGDP en el 
plastidio. Paso de ent-kaureno a GA12 en el Retículo endoplasmático. Síntesis de GAs a partir de GA12 
en el citoplasma.  
 
Señalización de GAs 
La señalización de las GAs está regulada negativamente por la acción de un grupo de 
proteínas nucleares denominadas DELLA. Estas proteínas son una subfamilia 
perteneciente a la familia de factores de transcripción llamada GRAS. El nombre 
DELLA, obedece a una secuencia de aminoácidos conservada de la proteína (D=Asp., 
E= Glu., L= Leu., L= Leu., A= Ala.) (Steber, 2008). La ruta de señalización de las GAs 
fue descrita tanto para arroz como para Arabidopsis. En arroz hay solamente una 
proteína DELLA (SLR1), en cambio en A. thaliana se hallaron cinco DELLAs: GA-
INSENTIVE (GAI) (insensible a GA), REPRESSOR OF GA1-3 (RGA) (represor de 
GA1-3), RGA-LIKE1 (RGL1), RGL2 y RGL3. Sin embargo, la inhibición de la 
germinación solamente recae en RGL2 (Piskurewicz et al., 2008). El modelo de acción 
propuesto para la promoción de procesos en respuesta a las GAs (i.e. germinación) 
requiere de la destrucción de RGL2. Inicialmente la señal de las GAs es percibida por 
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un receptor de GA, GA-INSENSITIVE DWARF1 (GID1). La unión de la GA bioactiva 
con GID1 promueve la interacción entre GID1 y el dominio DELLA de las proteína 
DELLA. Posteriormente y como resultado de la unión DELLA-GID1, se incrementa la 
afinidad entre DELLA y un complejo ubiquitina-ligasa (SCF E3) que termina con la 
destrucción de la DELLA (e.g. RGL2) por el proteosoma 26S. La destrucción de RGL2 
permite en consecuencia la trascripción de genes en respuesta a la señal de las GAs 
(Achard et al., 2008). Por otro lado, RGL2 está involucrado en la represión de la 
germinación al estimular la síntesis de ABA y la actividad de ABI5 y ABI3.  
 
Etileno y otras hormonas involucradas en la terminación de la dormición  
 
El etileno es sinterizado a partir de la metionina en el denominado ciclo de Yang 
(Matilla, 2000). El último paso de su síntesis es catalizado por la enzima 1-
aminociclopropano-1-ácido carboxílico oxidasa (ACO), siendo la actividad de esta 
enzima fundamental en regular la tasa de formación de este compuesto (Linkies et al., 
2009). Una vez sintetizado el etileno se une a su receptor. El primer receptor 
identificado fue el material mutante de Arabidopsis etr 1(etileno triple response 1) un 
regulador negativo de la señalización del etileno (Matilla y Matilla-Vázquez, 2008). 
Una vez que ETR1 se une al etileno, este receptor se inactiva y torna posteriormente 
inactivo a CTR1 (constitutive triple response 1), otro regulador negativo de la 
señalización de esta hormona. El CTR1 inactivo, permite la transcripción de los genes 
que codifican para EIN2 (etileno insensible 2), regulador positivo, y otros elementos 
involucrados en la señalización como EIN3, EIL1 y EREBPs (factores de transcripción 
que se unen a elementos responsivos al etileno) /ERFs, que activan la transcripción de 
genes que responden al etileno. El etileno interviene en la ruptura de la dormición al 
interferir en la señalización del ABA (Kucera et al., 2005). En efecto, Linkies et al. 
(2009) reportaron que el etileno contrarresta los efectos del ABA al interferir con su 
señalización sin afectar especialmente la concentración de esta hormona. Fue observado 
que en semillas mutantes, resistentes al etileno (etr1), insensibles al etileno (ein2) o con 
mayor respuesta al ABA (era), un nivel de dormición elevado asociado especialmente 
con una mayor sensibilidad al ABA (Chiwocha et al., 2005). Por el contrario, el mutante 
ctr 1 (respuesta triple constitutiva) y semillas del biotipo salvaje tratadas con el 
precursor de etileno ACC (1 aminociclopropano-1- ácido carboxílico) muestran una 
reducida sensibilidad al ABA (Finkelstein et al., 2008).  
Los brasinoesteroides (BRs) son fitohormonas que participan en la promoción de 
algunos procesos vegetales que incluyen la germinación de semillas. Finkelstein et al. 
(2008) señalaron que si bien las semillas de Arabidopsis mutantes, carentes o 
insensibles a los BRs, germinan correctamente se caracterizan por ser más sensibles a la 
inhibición ejercida por el ABA que las del biotipo salvaje. Los autores propusieron que 
esta mutación reduce el potencial de crecimiento del embrión (i.e. la capacidad de 
sobreponerse a restricciones físicas que impiden su crecimiento). Steber y McCourt 
(2001), reportaron que la aplicación de los BRs, epibrasinolia y brasinolida, permitieron 
la germinación de los mutantes carentes (ga 1-3) e insensibles a las GAs (sleepy 1). Sin 
embargo, los resultados provistos por Leubner-Metzger (2001) señalaron que las rutas 
de acción de ambas hormonas son independientes, y aunque ambas hormonas 
promueven la ruptura del endosperma de semillas de tabaco en la oscuridad, solamente 
las GAs inducen la actividad de la β-1,3 glucanasa, la  enzima requerida para la ruptura 
del endosperma. De este modo, el autor concluye que la acción principal de los BRs 
radica en el incremento del potencial de crecimiento del embrión de manera 
independiente a las GAs. Por su parte el rol de los jasmonatos (JAs) fue recientemente 
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revisado por Linkies y Leubner-Metzger (2012). Los autores señalan que esta hormona 
participa en las respuestas de la planta al estrés, inhibiendo el crecimiento y la 
germinación.  
 
 
II. Factores ambientales 
 
Factores del ambiente como la temperatura y la disponibilidad hídrica actúan 
modulando los cambios en el nivel de dormición de las poblaciones de semillas (Batlla 
et al., 2005). La temperatura del suelo tiene un papel principal en la modificación del 
nivel de dormición de las semillas (Allen et al., 2008). En efecto, las bajas temperaturas 
del suelo durante el invierno alivian la dormición de las semillas de especies anuales de 
emergencia primavero-estival, determinando un mínimo de dormición a la entrada de la 
primavera y consecuentemente, la germinación bajo condiciones térmicas más 
favorables para el crecimiento de las plántulas (Baskin y Baskin, 1985). En la medida 
que avanza la primavera, el incremento de la temperatura del suelo re-induce la entrada 
en dormición secundaria de la población de semillas, evitando la germinación en épocas 
menos favorables (Kruk y Benech-Arnold, 2000; Bouwmeester y Karsen, 1993). La 
percepción de las señales ambientales como la temperatura, modula la expresión de 
genes que participan de la síntesis y degradación de hormonas alterando la relación 
ABA/GAs (Footitt et al., 2011). Yamauchi et al. (2004) y Yamaguchi y Kamiya (2002), 
reportaron que la exposición a bajas temperaturas, en especies a las que este tratamiento 
reduce el nivel de dormición, incrementó la síntesis de GAs. Más recientemente, 
Cadman et al. (2006) hallaron que la influencia de la temperatura de post-madurado 
sobre el nivel de dormición parecería estar regulada a nivel de la transcripción de los 
genes que codifican para enzimas del catabolismo y la síntesis del ABA o las GAs, 
respectivamente. 
Las modificaciones señaladas en el nivel de dormición, son observables a través de 
cambios en el rango térmico y de potenciales hídricos dentro del cual la germinación 
puede ocurrir. Para el caso de la temperatura, Probert (2000) señaló que cuando el nivel 
de dormición es muy alto el rango térmico dentro del cual la germinación puede ocurrir 
es estrecho. Por el contrario, cuando el nivel de dormición disminuye, el rango de 
temperaturas dentro del cual la germinación ocurre se amplía progresivamente. 
Conjuntamente con el incremento del rango térmico permisivo para la germinación, la 
reducción del nivel de dormición está acompañado de una mejora en la tolerancia de las 
semillas para germinar en potenciales agua más negativos (Bradford, 2002). En efecto, 
estos cambios pueden ser cuantitativamente descritos por medio de la utilización del 
modelo de hidrotiempo (Gummerson, 1986). Uno de los parámetros emergentes de 
dicho modelo, el potencial agua base (b), tiene importantes implicancias fisiológicas, 
ya que su valor está relacionado con la capacidad del embrión para superar las 
restricciones a su crecimiento, impuestas por el embrión en sí mismo o por los tejidos 
que lo rodean. Bradford (2005), observó que la salida de la dormición en semillas, se 
asocia con una progresiva disminución del potencial agua base promedio de la 
población (b (50)) (el potencial agua por debajo del cual la mitad de la población no 
germina). En forma contraria, la entrada en dormición está acompañada de un 
progresivo aumento del b(50) (Bradford, 1996; Christensen et al., 1996, 1998). De un 
modo semejante, la incubación de semillas en soluciones con reguladores de 
crecimiento que mantienen la dormición, o promueven la germinación (ABA y GAs, 
respectivamente) ocasionan un desplazamiento similar del b(50) hacia valores más 
positivos o más negativos respectivamente (Ni y Bradford, 1993).  
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Una vez que el nivel de dormición de la población de semillas se reduce, ciertas 
especies todavía requieren de la exposición de las semillas a factores ambientales que 
actúan como terminadores de la dormición (i.e. nitratos, luz y temperaturas alternadas) 
para dar paso luego al proceso de germinación (Benech-Arnold et al., 2000).  
 
 
II.1) Factores externos terminadores de la dormición: nitratos, luz y temperaturas 
alternadas. 
 
Nitratos 
 
El papel de los nitratos como factor terminador de la dormición fue informado para 
varias especies no domesticadas. Hilhorst y Karsen (1992), propusieron que la acción 
fisiológica de los nitratos estaría relacionada con la biosíntesis de GAs en estrecha 
relación con la luz roja. En cambio, Alboresi et al. (2005), sugirieron que la acción de 
los nitratos sería la de una molécula señalizadora y que podría estar interactuando con 
las GAs y/o el ABA. Más recientemente Matakiadis et al. (2009), reportaron una 
reducción del contenido de ABA tras la aplicación de nitratos en semillas de 
Arabidopsis. Esta reducción fue atribuida a un incremento la expresión de CYP707A2, 
el gen que cumple un papel clave en la degradación del ABA. Estos autores señalaron 
que el sentido ecológico del requerimiento de nitratos reside en que bajo condiciones 
limitantes de nitrógeno no se permite la terminación de la dormición de la población de 
semillas, eludiendo de esta manera, la germinación en condiciones edáficas poco 
favorables para el establecimiento de las plantas.  
 
Luz 
 
La luz roja termina la dormición en semillas de muchas especies (Finch-Savage y 
Leubner-Metzger, 2006). Este tipo de radiación es percibida por un pigmento llamado 
fitocromo. El fitocromo es una cromoproteína compuesta por una apoproteína y un 
cromóforo. El fitocromo se sintetiza bajo la forma que absorbe a la luz roja (Pr) y 
cuando es expuesto a este tipo de luz, altera su conformación hacia la forma que absorbe 
luz del rojo lejano (Pfr), siendo esta última la que estimula respuestas activas 
biológicamente. En la familia de las Brasicáceas, la cual incluye a Arabidopsis, la 
apoproteína esta codificada por cinco genes diferentes (PHYA-PHYE) cada uno de ellos 
responsable de mediar en alguno de los modos de acción del fitocromo. La conversión 
entre ambas formas del fitocromo está regulada por la composición espectral de la luz 
(relación rojo/ rojo lejano), que determina distintas relaciones entre las cantidades 
presentes de Pr y Pfr. Además, el Pfr puede también convertirse a Pr en oscuridad en un 
proceso denominado reversión. La terminación de la dormición, ocurre cuando la 
cantidad de Pfr/Ptotal establecida se encuentra por encima de un valor umbral 
característico de cada especie (Casal y Sánchez, 1998). Una característica importante de 
los espectros de absorción para ambas formas del fitocromo es la superposición de los 
mismos. Esto determina que la cantidad de Pfr establecida luego de una exposición 
saturante de rojo alcance valores cercanos al 86% de Pfr, mientras que luego de una 
exposición de rojo lejano la cantidad de Pfr obtenida sea de 3%. Existen tres modos de 
respuesta al fitocromo. La primera de estas, mediada por el fitocromo A, se denomina 
VLFR (Very Low Fluence Response). Este modo de acción, se expresa con 
exposiciones a muy bajos flujos de fotones que establecen porcentajes de Pfr/Ptotal 
entre 10
-4
 y 10
-2
. Este tipo de respuesta, no reversible, estimula la terminación de la 
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dormición en algunas especies de malezas ante brevísimas exposiciones a la luz (Scopel 
et al., 1991). El segundo tipo de respuestas son las LFR (Low Fluence Response). Esta 
respuesta mediada por el fitocromo B, requiere de exposiciones a bajos flujos de 
fotones, que establecen porcentajes de Pfr/Ptotal entre 1 y 86 (Cone et al., 1985). Este 
modo de acción está caracterizado por presentar reversibilidad y cumplir con la ley de 
reciprocidad (Neff et al., 2000). Un último tipo de respuesta, tambien mediada por el 
fitocromo A, son las HIR (High Irradiance Response). Shinomura et al. (2000), 
señalaron que las HIR se manifiestan con exposiciones prolongadas a luz con altos 
flujos de fotones (PFD) siendo los más efectivos aquellos con longitudes de onda de 
710-720nm o 340-500nm. Este tipo de respuesta se caracterizan por no mostrar 
reciprocidad (Hartmann, 1966) e inhibir la germinación (Wall y Johnson, 1983).  
 
Terminación de la dormición por exposición de semillas a la luz. 
 
En algunas especies la terminación de la dormición está bajo el control del fitocromo 
(e.g. Lactuca sativa, Solanuun lycopersicum y Arabidopsis). Una vez que las semillas 
son expuestas a la luz, un conjunto de procesos son activados siendo posible observarlos 
a diferentes niveles de organización. En efecto, la terminación de la dormición mediada 
por la respuesta del tipo LFR (de Miguel et al., 2000; Carpita et al., 1979) o del tipo 
VLFR (Arana et al., 2007) obedece a cambios en la relación entre las GAs y el ABA 
expresados tanto a nivel del contenido como de la sensibilidad a estas hormonas. Fue 
observado que luego de ser expuestas a la luz, el fitocromo B incrementa la expresión 
de AtGA3OX resultando en un incremento de GA4 (Yamaguchi, 2008; Sawada et al., 
2008), mientras que Yang et al. (1995) y Arana et al. (2006) observaron una mayor 
sensibilidad a las GAs aplicadas exógenamente. Por otro lado, la síntesis y la 
degradación del ABA también son afectadas por el fitocromo. En efecto, Seo et al. 
(2006) observaron que la expresión del gen de biosíntesis del ABA AtNCED6 fue 
suprimida y por el contrario la expresión del gen de degradación CYP707A2 fue 
regulada positivamente.  
 
Temperaturas alternadas 
 
Las temperaturas alternadas terminan con la dormición en numerosas poblaciones de 
malezas y otras especies no domesticadas (Probert et al., 1986; Probert., 1992). En 
efecto, en muchas especies la germinación no ocurre, o se reduce severamente, cuando 
las semillas son incubadas a  temperatura constante (Probert, 2000). Los requerimientos 
de temperaturas alternadas se encuentran distribuidos en muchas familias botánicas 
procedentes tanto de ambientes terrestres como acuáticos (Steinbauer y Grigsby, 1957; 
Thompsom y Grime, 1983). Para semillas enterradas, las temperaturas alternadas se 
constituyen en una señal ambiental importante para la terminación de la dormición, ya 
que por debajo de los primeros milímetros de profundidad la influencia del ambiente 
lumínico es nula (Pons, 2000; Bliss y Smith, 1985; Tester y Morris, 1987). En contraste, 
variaciones en la amplitud térmica del suelo son registradas todavía a varios centímetros 
de profundidad (Van Esso et al., 1986). Thompson y Grime (1983), propusieron que el 
sentido ecológico de este requerimiento radica en la posibilidad de detectar la 
profundidad de entierro de las semillas y la presencia de brechas en el dosel vegetal. En 
ambientes acuáticos, las semillas ubicadas sobre el lecho perciben una menor 
fluctuación térmica en la medida que la corriente de agua presente una mayor altura, no 
viendo satisfecho en esas circunstancias su requerimiento de alternancia de temperaturas 
para terminar la dormición.  
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Roberts y Totterdell (1981) identificaron nueve características del ciclo de temperaturas 
alternadas, siendo cada una probablemente responsable del efecto terminador sobre la 
dormición. Los autores propusieron al número de ciclos, su amplitud, el valor de la 
temperatura máxima, el valor de la temperatura mínima, el periodo de tiempo en que las 
semillas se expusieron a la máxima o mínima de las temperaturas que forman el ciclo de 
alternancia, la tasa de incremento de temperatura o de enfriamiento y el momento dentro 
del ciclo con respecto a la imbibición. No obstante, al presente existe consenso que la 
respuesta a las temperaturas alternadas se incrementa sobre las siguientes características 
del ciclo de alternancia: I) a partir de un mayor rango o amplitud térmica (Ekstam y 
Forseby, 1999; Roberts y Totterdell, 1981; Thompson y Grime, 1983; Totterdell y 
Roberts, 1980), II) la respuesta para una determinada amplitud, es mayor cuando se 
incrementa la temperatura media del ciclo diario y III) la acumulación de ciclos con 
características estimulantes para terminar con la dormición presenta un efecto aditivo 
sobre la población de semillas, resultando en la terminación de la dormición de una 
fracción complementaria de la misma (Benech-Arnold et al., 1990a, Roberts y 
Totterdell, 1981; Probert et al., 1987). No obstante, el número de ciclos necesarios para 
obtener la máxima respuesta, varía con la especie en cuestión y el grado de sensibilidad 
de cada especie a la alternancia de temperaturas (Ekstam y Forseby, 1999; Benech-
Arnold et al., 1990a). La sensibilidad a la alternancia de temperaturas está influenciada 
además por el nivel de dormición de la población de semillas (Benech-Arnold et al., 
2000). Benech-Arnold et al. (1990b), reportaron que el número de ciclos necesarios y la 
amplitud requerida se redujo luego de un tiempo de permanencia en el suelo durante el 
invierno. Más recientemente Batlla et al. (2003), informaron una reducción de los 
requerimientos (e.g. menor número de ciclos–dosis) de temperaturas alternadas en la 
medida en que las semillas de Polygonum aviculare pierden su dormición durante la 
estratificación. Por lo tanto, la sensibilidad a las temperaturas alternadas se incrementa 
cuando la dormición se alivia y decrece cuando el nivel de dormición es alto (por 
ejemplo: semillas recientemente dispersadas). Sin embargo, y contrariamente a lo 
esperado tomando en cuenta la cantidad de especies que requieren de este estímulo, 
hasta el presente no son conocidos en profundidad los procesos fisiológicos, 
bioquímicos y moleculares promovidos por la exposición de las semillas a este estímulo 
(Hilhorst, 2008; Hilhorst et al., 2010). En cambio, para semillas en desarrollo, fue 
reportado que la exposición a temperaturas alternadas produjo una menor sensibilidad al 
ABA (Benech-Arnold et al., 1995) y una reducción en la sensibilidad al ABA y un 
incremento en la sensibilidad a GAs exógenas (Mendiondo, 2009). 
 
La terminación de la dormición en semillas expuestas a la alternancia de temperaturas: 
Posibles mecanismos fisiológicos, bioquímicos y moleculares involucrados en esta 
respuesta. 
 
El punto de partida seleccionado para dilucidar el conjunto de procesos intervinientes en 
la terminación de la dormición por efecto de las temperaturas alternadas, fue el de 
investigar si una vez percibidas, las semillas adquirían la capacidad de germinar bajo 
potenciales hídricos más negativos. La observación de un incremento en la germinación 
a potenciales osmóticos reducidos, analizada dentro del contexto del modelo 
hidrotiempo se reflejaría en una reducción del b(50) de las semillas expuestas a 
regímenes de temperaturas alternadas. La reducción del valor de este parámetro tiene un 
fundamento hormonal basado en una reducción de la relación ABA/GAs, de una mayor 
sensibilidad a las GAs y de una reducción en la sensibilidad al ABA. En esa misma 
línea de razonamiento, la dilucidación de las bases moleculares de la respuesta a las 
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temperaturas alternadas incluye el análisis de la expresión de genes que codifican para 
enzimas de la síntesis y/o degradación del ABA (e.g. NCED, CYP707A2) o de las GAs 
(e.g. GA-3ox). 
 
OBJETIVO GENERAL: 
 
El objetivo general de este trabajo fue dilucidar los mecanismos fisiológicos, 
bioquímicos y moleculares implicados en la terminación de la dormición en semillas 
expuestas a las temperaturas alternadas. 
 
Los objetivos particulares de esta tesis son: 
 
I.  Determinar si la incubación de semillas en un régimen de temperaturas 
alternadas reduce el potencial agua base de la población. Tal reducción denotaría 
un efecto de las temperaturas alternadas sobre el balance de fuerzas entre el 
potencial de crecimiento del embrión y la resistencia ejercida por los tejidos que 
lo rodean. 
II. Determinar si la incubación bajo temperaturas alternadas 
incrementa el contenido endógeno de GAs en relación con lo observado bajo 
temperaturas de incubación constantes. 
III. Cuantificar si el contenido de ABA endógeno en semillas 
incubadas bajo temperaturas alternadas es menor a aquel observado en semillas 
provenientes de un régimen de temperatura constante.  
IV. Determinar si la incubación de semillas en un régimen de 
temperaturas alternadas modifica la sensibilidad de las mismas a las GAs o al 
ABA, con respecto al que se observa por incubación en un régimen de 
temperaturas constantes.  
V. Determinar si la exposición a la alternancia de temperaturas 
regula diferencialmente la expresión de genes involucrados en el metabolismo 
(i.e. biosíntesis y degradación) y señalización del ABA y las GAs.  
 
HIPÓTESIS DE TRABAJO 
 
Las hipótesis a poner a prueba son las siguientes:  
I. Las temperaturas alternadas terminan la dormición porque 
incrementan el potencial de crecimiento del embrión permitiendo 
que las semillas germinen a ψagua más negativos. Este hecho se 
traduce en un desplazamiento hacia valores más bajos del valor de 
ψb(50) de la población como resultado de la incubación bajo un 
régimen de temperaturas alternadas.  
II. El desplazamiento hacia valores más bajos del valor de ψb(50) de la 
población como resultado de la incubación bajo un régimen de 
temperaturas alternadas es el resultado de una reducción en el 
contenido endógeno de ABA y/o en la sensibilidad de las semillas 
al ABA aplicado exógenamente. 
III. El desplazamiento hacia valores más bajos del valor de ψb (50) de 
la población como resultado de la incubación bajo un régimen de 
temperaturas alternadas es consecuencia de un incremento en el 
contenido endógeno de GAs y/o en la sensibilidad a las GAs 
aplicadas exógenamente.  
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IV. La reducción del contenido endógeno de ABA durante la 
incubación como consecuencia de la exposición a temperaturas 
alternadas, es a través de la inhibición de la expresión de genes que 
codifican para enzimas de la biosíntesis del ABA (e.g. NCED) y/o 
incrementa la expresión de genes que codifican enzimas 
comprometidas con su inactivación (e.g. CYP707A2).  
V. Las incubación de semillas bajo alternancia de temperaturas no 
induce la expresión de ciertos genes de la cadena de señalización 
del ABA (e.g. ABI5) resultando en una menor sensibilidad a la 
acción de este compuesto. 
VI. La incubación de semillas bajo alternancia de temperaturas induce 
la expresión de genes que codifican para algún componente de la 
cadena de síntesis de GAs (e.g. GA3ox). 
VII. La incubación de semillas bajo alternancia de temperaturas no 
induce la expresión de ciertos genes que regulan negativamente la 
señalización de GAs (e.g. GAI, RGL2). 
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CAPÍTULO 2 
 
 
LA INCUBACION BAJO UN REGIMEN DE TEMPERATURAS ALTERNADAS 
REDUCE EL POTENCIAL AGUA BASE DE GERMINACION DE VARIAS 
ESPECIES NO DOMESTICADAS. 
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INTRODUCCIÓN  
 
Las temperaturas alternadas terminan con la dormición en muchas especies (Thompson 
y Grime, 1983; Probert 1992). Numerosos estudios señalan que la incubación bajo 
alternancia de temperaturas incrementa la germinación en comparación a lo observado 
bajo temperaturas de incubación constantes (Ekstam y Forseby, 1999; Benech-Arnold et 
al., 2000). A pesar de que los requerimientos de alternancia de temperaturas están 
distribuidos ampliamente, los mecanismos fisiológicos detrás de esta respuesta son 
conocidos pobremente (Hu et al., 2012). Una primera aproximación en búsqueda de la 
comprensión de las bases fisiológicas donde radica la respuesta a las temperaturas 
alternadas, es la comparación de los parámetros que emergen de la aplicación del 
modelo hidrotiempo (Gummerson, 1986). Este modelo describe la germinación de 
semillas sobre una base poblacional y su aplicación suele ofrecer una primera 
explicación fisiológica acerca de las respuestas de las semillas a factores del ambiente 
(Iglesias-Fernández et al., 2011). El modelo de hidrotiempo relaciona el tiempo a 
germinación de distintas fracciones de una población de semillas con la diferencia entre 
el potencial agua de incubación () y el valor umbral o potencial agua base (b) para 
que la germinación ocurra. El modelo de hidrotiempo se describe de la siguiente 
manera:  
H = (-b (g)) t g                                                                                                      (1) 
Donde b (g) es el umbral o potencial agua base para la germinación de la fracción g de 
la población de semillas, H es la constante de hidrotiempo (expresada en MPa h o MPa 
d; (i.e. el hidrotiempo requerido desde la imbibición de las semillas hasta la protrusión 
de la radícula) y tg es el tiempo a germinación de la fracción g. 
Debido a que el valor de H es constante y el  está determinado por el ambiente que 
rodea a las semillas, las diferencias en el tiempo de germinación entre las semillas se 
fundamentan en la distribución del b dentro de la población (Bradford, 1990). El b en 
una población de semillas está distribuido en forma normal y esta distribución puede ser 
caracterizada por su valor medio (b(50)) y correspondiente desvío estándar (b) 
(Bradford, 1995). La dinámica de germinación para cada  puede ser descripta por la 
siguiente ecuación probit (Bradford, 1990).  
 
probit(g)= - (H / tg) - b (50) /b. .                                                                         (2) 
 
Bradford (1995), describió la significancia sentido biológica del valor de cada uno de 
los parámetros del modelo de hidrotiempo. Brevemente, el valor de H cuantifica la 
velocidad de germinación. La velocidad de germinación, es afectada especialmente por 
factores tales como: la especie evaluada y el estado fisiológico de las semillas. El valor 
del b, estima la uniformidad o sincronía en la germinación dentro de una población de 
semillas. El valor del ψb (50), indica la sensibilidad de las semillas al . La fracción 
dentro de la población de semillas cuyo b sea más alto que  del medio de incubación 
no germinará. Por otro lado la fracción de la población que presente un b superior a 0 
MPa, no germinará ni en agua destilada lo que es una definición funcional de dormición 
(Bradford, 1996). El concepto de b tiene implicancias fisiológicas evidentes. En efecto, 
su valor está relacionado con la capacidad del embrión para superar aquellas 
restricciones que se imponen sobre su crecimiento, impuestas tanto por los tejidos que 
lo rodean, como por la condición de incubación. Esta capacidad puede verse modificada 
por factores endógenos (i.e. el nivel de dormición de la población de semillas) o 
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exógenos (temperatura, luz, hormonas aplicadas exógenamente) (Ni y Bradford, 1993; 
Bradford, 1995). Aquellos factores que estimulan la germinación resultan en un 
desplazamiento del b (50) hacia valores más negativos, mientras que aquellos factores 
que la inhiben tienden a desplazar el b (50) hacia valores menos negativos. Por 
ejemplo, la reducción del nivel de dormición durante la post-maduración en seco o la 
aplicación exógena de GAs resultan en una reducción del b (50) (Christensen et al., 
1996; Ni y Bradford, 1993). Por el contrario, la aplicación de inhibidores de la 
germinación como el ABA, incrementan el valor del b (50) (Ni y Bradford, 1992). Del 
mismo modo, la inhibición de la germinación ejercida por una temperatura de 
incubación elevada, está acompañada por un incremento progresivo del valor del b 
(50) (Bradford y Somasco, 1994; Kebreab y Murdoch, 1999; Alvarado y Bradford, 
2002). Dentro de este marco conceptual, es posible hipotetizar que la terminación de la 
dormición ejercida por las temperaturas alternadas es mediada por el desplazamiento del 
b (50) hacia valores más negativos. El objetivo de este Capitulo es obtener una 
descripción cuantitativa de la respuesta a la alternancia de temperaturas en varias 
especies no domesticadas. En particular, se pretende determinar si la incubación bajo un 
régimen de temperaturas alternadas cancela la dormición de las semillas a través de un 
desplazamiento de b (50) hacia valores más negativos, en relación al valor observado a 
temperaturas de incubación constantes.  
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MATERIALES Y METODOS 
 
Semillas 
 
Se recolectaron semillas maduras de Brassica campestris (L.) y Carduus acanthoides 
(L.) durante marzo del año 2000 en la Estación Experimental del INTA Balcarce (Lat. 
37 45’ S, Long 58 15’ O). Las semillas de Cirsium vulgare (Savi) Ten., Cynara 
cardunculus (L.) y Sisymbrium altissimum (L.) fueron recolectadas en el mismo sitio 
durante marzo de 2001. Las semillas de Carduus acanthoides y Cynara cardunculus 
fueron recolectadas en los alrededores de la Universidad Nacional de Lomas de Zamora, 
(34° 48’ S, 58° 31’ O) durante marzo de 2003 y enero de 2004, respectivamente. 
Después de la limpieza inicial, las semillas fueron conservadas en el interior de bolsas 
de papel a temperatura ambiente (20 ± 2°C) hasta el momento de su utilización. 
 
Ensayos de Germinación 
 
Se incubaron semillas de Brassica campestris y C. acanthoides (seis y cuatro 
repeticiones de 50 semillas cada una respectivamente) en gabinetes de germinación 
ajustados a una temperatura constante de 25°C o a temperaturas alternadas 20/30°C (12 
h de termoperíodo). Por su parte, las semillas de C. cardunculus, Cirsium vulgare y 
Sisymbrium altissimum (cinco repeticiones de 25 semillas cada una) se incubaron a una 
temperatura constante de 15°C o alternadas de 20/10°C (12 h). Complementariamente 
en C. acanthoides (tres repeticiones de 50 semillas) se evaluó el efecto de temperaturas 
de incubación constantes (20, 25, y 30°C), y de temperaturas alternadas de 20/30°C (12 
h). Un experimento similar se condujo con semillas de Cynara cardunculus incubadas a 
temperatura constante de 10, 15, y 20°C y alternadas de 20/10°C (12 h).  
En todos los casos, las semillas fueron incubadas en oscuridad y las cajas de Petri 
fueron cubiertas con film plástico para prevenir la evaporación. Las semillas se 
colocaron sobre dos discos de papel de filtro en cajas de Petri de 9-cm, conteniendo 5 
ml de agua destilada o las soluciones de polietilenglicol (PEG) 8000 (Anedra, Buenos 
Aíres, Argentina) preparadas de acuerdo con la ecuación de Michel (1983). Se 
prepararon soluciones individuales para obtener el  correspondiente para cada 
temperatura. Para incubaciones a temperaturas alternadas, se usó la solución calculada 
para la correspondiente temperatura media (i.e. para el régimen 20/10°C se usó la 
misma solución que para 15°C y para el régimen 20/30°C se empleó la solución 
preparada para 25°C). Para corroborar el o resultante, se usó un osmómetro de presión 
de vapor (Modelo C 5200; Wescor Inc., Logan, Utah) calibrado con soluciones de 
CINa. Los o evaluados fueron 0 (agua destilada), -0.3, -0.5, -0.8 y –1.11 MPa. En 
Cynara cardunculus y Carduus acanthoides, fueron evaluadas también las respuestas a 
–0.15 MPa. Con la intención de mantener estable el ψo durante la incubación, tanto las 
semillas incubadas en agua como en las soluciones de PEG se transfirieron a soluciones 
frescas luego de las primeras 24 h de incubación y 6 días después. La germinación fue 
observada diariamente durante 14 días, excepto en las semillas de Cynara. cardunculus 
incubadas a 10°C, las cuales se mantuvieron dentro del gabinete de germinación por una 
semana más. La emergencia de la radícula de más de 2mm de largo, indicó la 
finalización del proceso de germinación siendo esas semillas removidas.  
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Análisis de Datos 
 
Para determinar los valores de los parámetros del modelo, los datos de los conteos de 
germinación se sometieron al análisis de regresión en escala probit del modo descrito 
por Bradford (1990, 1995).  
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RESULTADOS 
 
Efecto de las temperaturas constantes o alternadas de incubación sobre el porcentaje 
final de germinación. 
 
Las temperaturas alternadas promovieron la germinación total en Cynara cardunculus, 
Carduus acanthoides y Brassica campestris a 0 MPa (Figura 2.1). Por el contrario, las 
semillas de S. altissimum y C. vulgare incubadas a 0 MPa germinaron en porcentaje 
similar bajo ambos regímenes térmicos (Figura 2.1). La reducción del o de incubación 
demoró el tiempo de germinación y redujo la germinación total (Figura 2.1). No 
obstante, se observaron porcentajes de germinación mayores bajo temperaturas 
alternadas que aquellos registrados bajo temperaturas de incubación constante. Estos 
resultados muestran que la incubación bajo temperaturas alternadas redujo la 
sensibilidad de las semillas a los potenciales osmóticos de incubación más negativos. 
 
 
Análisis Hidrotiempo 
 
Para poder cuantificar cambios en los valores de los parámetros del modelo 
Hidrotiempo producidos por la incubación bajo el régimen de alternancia de 
temperaturas, los datos de germinación fueron analizados por este modelo. Los datos de 
los conteos fueron convertidos a valores probit, y corridos frente a la ecuación  b (g) = 
- (H / tg), utilizando diferentes valores de H hasta obtener el mejor ajuste (Bradford, 
1990). Los parámetros resultantes, fueron utilizados para predecir los tiempos de 
germinación de acuerdo con la ecuación 2, convirtiendo los valores probit nuevamente 
en valores porcentuales.  
 
probit (g) = [ψ – (ϴh tg) – ψ(50)] /σψb                                                         ecuación 2 
 
Como resultado del ajuste satisfactorio entre los valores experimentales de germinación 
y los simulados por el modelo, los parámetros derivados del modelo Hidrotiempo 
fueron útiles para poder comparar los efectos del régimen térmico de incubación sobre 
las relaciones hídricas de las semillas de todas las especies incluidas en el estudio.  
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Figura 2.1. Evolución del porcentaje de germinación de las especies evaluadas en un rango de 
potenciales osmóticos bajo regímenes térmicos constantes (A, B, C, D, E) o alternados (F, G, H, I, J). El 
modelo de Hidrotiempo fue utilizado para estimar el potencial agua base medio de la población (b (50)), 
el desvío estándar del potencial base entre las semillas (b), y la constante hidrotiempo (H). Los 
símbolos representan los datos experimentales y las curvas representan  los tiempos a germinación 
estimados por el modelo Hidrotiempo para cada  basado en los datos de la Tabla 1. 
En todas las especies evaluadas, la incubación bajo temperaturas alternadas desplazó el 
valor del b (50) hacia valores más negativos (Tabla 2.1), siendo este hecho consistente 
con el mayor porcentaje de germinación observado en los  más bajos. En la mayor 
parte de los casos, la reducción del b(50) observada en semillas incubadas bajo 
alternancia de temperaturas no estuvo acompañada por una modificación de su desvío 
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estándar, en relación al obtenido bajo temperaturas constantes de incubación (Tabla 
2.1). Se observó un incremento en el valor de la constante H en semillas incubadas bajo 
temperaturas alternadas (Tabla 2.1). El rango de los valores de los coeficientes de 
determinación (r²) de las regresiones fue desde un 0.67 hasta el 0.96 (Tabla 2.1). 
 
 T (°C) b(50) 
(MPa.) 
b  
(MPa.) 
H 
MPa. D 
r² 
Cirsium vulgare 15 
20/10 
-0.72 
-1.24 
0.1 
0.22 
2.2 
4.2 
0.95 
0.77 
Cynara cardunculus 15 
20/10 
-0.34 
-1.17 
0.14 
0.15 
1.8 
5.8 
0.95 
0.77 
Sisymbrium 
altissimum 
15 
20/10 
-0.33 
-0.6 
0.38 
0.33 
1.4 
2 
0.67 
0.90 
Brassica campestris 25 
20/30 
-0.02 
-0.55 
0.38 
0.58 
0.4 
1 
0.96 
0.90 
Carduus 
acanthoides 
25 
20/30 
-0.28 
-0.8 
0.47 
0.5 
2.1 
6.4 
0.85 
0.93 
Tabla 2.1: Parámetros del modelo Hidrotiempo que caracterizan la germinación de las especies 
evaluadas incubadas bajo regímenes de temperaturas alternadas o temperatura constantes. El 
modelo Hidrotiempo fue usado para estimar el potencial agua base medio de cada población de 
semillas (b(50)), el desvío estándar del potencial agua base entre la población de semillas (b), 
la constante hidrotiempo (H) a partir de los tiempos a germinación en un rango de potenciales 
agua. Los coeficientes de determinación (r²) indican la fracción de la variación total explicada por 
el modelo. 
 
Debido a que el valor del b (g) presenta una distribución normal dentro de la población 
de semillas, la respuesta de cada especie al régimen térmico de incubación puede 
graficarse usando el valor correspondiente de b (50) y su b. En todas las especies 
estudiadas, la incubación bajo temperaturas alternadas desplazó la distribución del 
b(50) hacia valores más negativos (Figura 2.2 A-E, líneas punteadas).  
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Figura 2.2: Distribución del potencial agua base (b (g)) de acuerdo con el 
tratamiento térmico de incubación. 
 
Para descartar la posibilidad que la terminación de la dormición estuviera mediada por 
la temperatura máxima o mínima del ciclo de alternancia, en lugar de las alternancia 
térmica per se, fue evaluado en un experimento complementario la germinación bajo 
similares condiciones de estrés osmótico en semillas de dos especies (Cynara. 
cardunculus y Carduus acanthoides), cada una representando a las respuestas 
observadas bajo el régimen térmico de 20/10°C o de 20/30°C. En este estudio, las 
semillas fueron incubadas no solamente bajo el régimen térmico de alternancia 
estimulatorio y la temperatura media entre los extremos del ciclo, sino también bajo la 
temperatura máxima y mínima del ciclo de alternancia.  
En 0 MPa, las temperaturas alternadas promovieron la germinación de C. cardunculus 
(Figura 2.3 A-E). Las semillas de C. acanthoides alcanzaron porcentajes de germinación 
semejantes entre todos los tratamientos térmicos evaluados a 0MPa, con la excepción de 
30°C, donde se observó una reducción marcada de este porcentaje (Figura 2.4 C). Como 
se esperaba, la reducción del o demoró gradualmente y redujo la germinación total. 
Este efecto fue especialmente destacado en las semillas incubadas a 10°C (la 
temperatura mínima del ciclo de alternancia en C. cardunculus) (Figura 2.3 A) y a 30°C 
(la máxima) en semillas de C. acanthoides, aunque en el ultima especie aun la 
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germinación en agua destilada fue restringida (Figura 2.4 C). Una vez más, la 
incubación bajo temperaturas alternadas incrementó la germinación total en semillas 
incubadas a potenciales osmóticos reducidos (Figura 2.3 y  2.4 A-E).  Estos resultados 
destacan que la terminación de la dormición fue consecuencia de la exposición de las 
semillas a las temperaturas alternadas per se y no por alguna de las temperaturas 
constantes que constituyen cada ciclo de alternancia.  
 
Figura 2.3 A-H. Análisis de Hidrotiempo para semillas de Cynara cardunculus bajo diferentes 
tratamientos térmicos de incubación en un rango de potenciales osmóticos decrecientes. Los tiempos a 
germinación para cada temperatura de incubación se muestran en el panel izquierdo. Los símbolos 
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representan a los datos experimentales, mientras que las líneas representan los tiempos a germinación 
estimados por el modelo Hidrotiempo para cada  basado en los parámetros mostrados en el panel 
derecho. La distribución del potencial agua base (b (g)) para cada temperatura y los parámetros del 
modelo que describen la germinación se muestran en el panel derecho. El coeficiente de determinación 
(r²) indica la fracción de la variación total explicada por el modelo. 
 
 
Los datos provenientes de los conteos de germinación para cada especie y tratamiento 
térmico fueron analizados mediante el modelo hidrotiempo. En ambas especies, la 
incubación bajo alternancia de temperaturas desplazó el valor del b (50) hacia valores 
más negativos (Figura 2.3 y 2.4, paneles derechos). Bajo las diferentes temperaturas 
constantes evaluadas, se observaron valores similares de b (50). Una excepción se 
observó en semillas de Carduus acanthoides incubadas a 30°C donde se observó un 
incremento del b (50). Este hecho se alinea con la reducción drástica de la germinación 
observada bajo esta temperatura, aun en semillas incubadas en agua destilada. No se 
observaron modificaciones en el b, (Figuras 2.3 y 2.4, E-H). Al igual que en el primer 
grupo de experimentos, se observó un incremento del valor de la constante H en las 
semillas incubadas bajo alternancia de temperaturas (Figuras 2.3 y 2.4, E-H). El valor 
de r² de las regresiones probit fue desde 0.83 hasta 0.93. La respuesta (i.e. distribución 
normal del valor de b (g) de cada población de semillas) a cada régimen térmico de 
incubación fue graficada usando los valores deb (50) y su 50 (Figuras 2.3 y 2.4, E-
H).  
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Figura 2.4 A-H. Análisis Hidrotiempo para semillas de Carduus acanthoides bajo diferentes 
tratamientos térmicos de incubación en un rango de potenciales osmóticos decrecientes. Los 
tiempos a germinación para cada temperatura de incubación se muestran en el panel 
izquierdo. Los símbolos representan a los datos experimentales, mientras que las líneas 
representan los tiempos a germinación estimados por el modelo Hidrotiempo para cada  
basado en los parámetros mostrados en el panel derecho. La distribución del b (g) para cada 
temperatura y los parámetros del modelo que describen la germinación se muestran en el 
panel derecho. El coeficiente de determinación (r²) indica la fracción de la variación total 
explicada por el modelo. 
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DISCUSIÓN 
 
Las temperaturas alternadas promovieron la germinación total en relación con lo 
observado a temperaturas constantes. Estos resultados son coincidentes con lo reportado 
por Soriano et al. (1963) en Brassica campestris, Kruk y Benech-Arnold (2000) en 
Carduus acanthoides, y Forcella y Wood (1986) en Cirsium vulgare. Por el contrario, 
en C vulgare los resultados obtenidos bajo temperaturas alternadas difieren con los 
publicados por Groves y Kaye (1989). Las mayores temperaturas utilizadas en su 
estudio (20/30C) o un nivel de dormición mayor en su población de semillas podrían 
explicar estas diferencias. La incubación bajo temperaturas alternadas redujo 
marcadamente la sensibilidad de las semillas a los  de incubación bajos (Figuras 2.2 a 
2.4), ya que ante potenciales osmóticos idénticos se observaron porcentajes de 
germinación más elevados bajo alternancia térmica que a temperaturas constantes.  
La incubación bajo temperaturas alternadas redujo el b (50). Este desplazamiento, 
explicó la mayor tolerancia al efecto inhibitorio sobre la germinación causada por una 
reducción del o. La reducción observada en el valor del b (50) tiene implicancias 
fisiológicas importantes. Este hecho, permite proponer que el mecanismo fisiológico por 
el cual las temperaturas alternadas terminan con la dormición, se ejerce mediante un 
incremento en el potencial de crecimiento del embrión (i.e. la capacidad del embrión 
para superar a condiciones físicas o ambientales que limitan su crecimiento). 
Para evaluar la posibilidad que alguno de los componentes del ciclo de alternancia (i.e. 
temperatura máxima o mínima) y no la exposición a la alternancia térmica per se fueran 
las responsables de estos cambios fisiológicos, se analizó la respuesta a aquellas 
temperaturas y en ningún caso se observaron cambios en el b(50) similares a los 
causados por las temperaturas alternadas (Figuras 2.3 y 2.4). Más aún, algunos de esos 
componentes fueron claramente inhibitorios para la germinación cuando fueron dados 
como una temperatura constante (e.g. incubación de Carduus acanthoides a 30°C).  
En la medida que el b(50) torna hacia valores más negativos, la germinación puede 
ocurrir en un rango de o más amplios. Bradford (1995) señaló que si el b(50) se 
reduce, tanto el porcentaje total como la tasa de germinación deben aumentar. Sin 
embargo, en semillas incubadas bajo alternancia de temperaturas solamente el primero 
de estos efectos fue observado. Este hecho, se fundamenta en el aumento del valor de la 
constante H observado bajo temperaturas alternadas. El mayor valor de θH, se 
contrapuso con una esperada tasa de germinación más rápida a partir de la reducción de 
b (50). El incremento de la H, se origina en el tiempo requerido por las temperaturas 
alternadas para ejercer su efecto estimulatorio. Fue reportado, por ejemplo, que semillas 
de Sorghum halepense requieren alrededor de 20 ciclos para la respuesta máxima a la 
alternancia de temperaturas (Benech-Arnold et al., 1990) y que Phragmites australis 
necesita de 3 ciclos (Ekstam y Forsebt, 1999). En la Figura 2.4 se evidencia esto, ya que 
se observa un patrón de germinación bifásico bajo alternancia de temperaturas. Además, 
la temperatura máxima del ciclo resultó inhibitoria tomándole alrededor de seis días 
para que los efectos promotores de los ciclos de alternancia se hagan evidentes.  
La incubación bajo diferentes temperaturas constantes de incubación no modificó los 
valores de b (50) en Cynara. cardunculus y Carduus. acanthoides. No obstante, en esta 
última especie cuando las semillas se incubaron a 30°C, se observó un incremento del 
b (50). Una observación similar fue previamente informada para semillas de lechuga 
(Bradford y Somasco, 1994; Dutta y Bradford, 1994) y papa (Alvarado y Bradford, 
2002) incubadas a temperaturas supra óptimas, y para semillas de Orobanche 
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aegyptiaca por Kebreab y Murdoch (1999) cuando la incubación se desarrolló tanto a 
temperaturas sub o supra optimas.  
Las poblaciones de Cynara cardunculus y Carduus acanthoides usadas en ambos 
experimentos no fueron las mismas. Por lo tanto, no se esperó que los parámetros 
poblacionales derivados de la aplicación del modelo hidrotiempo sean semejantes. 
Probablemente, el nivel de dormición de las poblaciones utilizadas en ambos 
experimentos difiera y en consecuencia también la sensibilidad a la alternancia de 
temperaturas (Batlla et al., 2003). Este argumento explica el motivo por el cual el 
cambio en el b (50) haya sido de diferente magnitud entre ambos experimentos (Tabla 
2.1 y Figura 2.3, panel derecho). 
Fue reportado que la aplicación exógena de GAs (i.e. otro tratamiento promotor de la 
germinación) también ejerce un desplazamiento hacia valores más negativos del b (50) 
(Ni y Bradford, 1993). Por lo tanto, puede proponerse que aquellos factores que reducen 
el nivel de dormición de poblaciones de semillas (e.g. estratificado y postmadurado en 
seco), y aquellos que la terminan (i.e. temperaturas alternadas, GAs) operen a través de 
una reducción en el valor del b (50). Dutta y Bradford (1994), expresaron que aquellos 
factores que provocan la terminación de la dormición podrían actuar a través de un 
mecanismo general que involucra cambios en la sensibilidad al o. del ambiente.  
Con la excepción de Cynara cardunculus y Brassica. campestris, no se observaron 
modificaciones del b como resultado de la incubación bajo temperaturas alternadas. 
Por lo tanto, las temperaturas alternadas actúan principalmente mediante un cambio del 
b (50) con un efecto menor sobre la distribución del b entre las semillas de la 
población. Esto significa que el efecto de la alternancia de temperaturas fue común 
sobre todas las semillas y no actuó diferencialmente entre diferentes fracciones de la 
población.  
En semillas expuestas a condiciones naturales de alternancia térmica, la reducción 
observada del b(50) significa una ampliación del rango de situaciones hídricas 
permisivas para la germinación. Esta capacidad podría compensar la menor 
disponibilidad de agua (menor potencial agua) en la capa del suelo más superficial, 
debido a la acción de la radiación solar y del viento, factores desecan esta capa de suelo 
más rápidamente que un suelo provisto de la cobertura vegetal.  
Los resultados presentados permiten aceptar la hipótesis I) planteada al inicio de esta 
tesis. La misma planteaba que: las temperaturas alternadas incrementan el potencial de 
crecimiento del embrión permitiendo que las semillas germinen a ψo más negativos. 
Este hecho se traduce en un desplazamiento hacia valores más bajos del valor de ψb (50) 
de la población. Los resultados presentados en este Capítulo, muestran que el modelo de 
Hidrotiempo fue útil para explicar cuantitativamente que el efecto promotor de la 
alternancia de temperaturas.                                                           .
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NATURALEZA HORMONAL DE LAS RESPUESTAS  DE LAS SEMILLAS A LAS 
TEMPERATURAS ALTERNADAS 
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INTRODUCCION 
 
La exposición a las temperaturas alternadas es un requerimiento absoluto para la 
germinación de muchas especies (Probert, 1992). El sentido ecológico de este 
requerimiento se asocia con la estrategia de las poblaciones de semillas de detectar 
brechas en la vegetación, la profundidad de entierro en el suelo o su posición debajo del 
agua (Roberts y Totterdell, 1981; Thompson y Grime, 1983; Pons y Schroder, 1985). En 
la cercanía de la superficie del suelo, la temperatura diurna fluctúa menos debajo de un 
canopeo que de un suelo al descubierto (Balisky y Burton, 1993). Al presente se 
encuentra bien documentado que los requerimientos de alternancia de temperatura están 
distribuidos entre muchos géneros botánicos. Sin embargo, los mecanismos fisiológicos 
que actúan detrás de esta respuesta son conocidos pobremente. Por ejemplo Benech-
Arnold et al. (1995), demostraron que las temperaturas alternadas estimulaban la 
germinación de cariopses inmaduros de sorgo a través de una reducción de la 
sensibilidad de los embriones al efecto inhibidor del ABA. Recientemente Mendiondo 
(2010) encontró que esa reducción en la sensibilidad al ABA está mediada por una 
regulación hacia abajo de la transcripción de varios genes que codifican para 
componentes de la señalización del ABA. En el Capítulo anterior, fue descrito que la 
incubación bajo temperaturas alternadas desplazó el b(50) de varias poblaciones de 
semillas hacia valores más negativos. Esto implica que las temperaturas alternadas 
terminan con la dormición a través de un incremento en el potencial del embrión para 
superar resistencias físicas y/o osmóticas que obstaculizan su crecimiento. De todas las 
especies evaluadas y cuyos resultados fueron presentados en el Capítulo precedente 
Cynara cardunculus fue la que exhibió un mayor desplazamiento en el valor del b(50). 
Esta respuesta fue la que indujo a que en los diferentes experimentos presentados de 
aquí en adelante se la eligiese como especie modelo para la comprensión de la respuesta 
a las fluctuaciones de temperatura. 
El proceso de germinación es promovido por las giberelinas (GAs) e inhibido por el 
ABA. La síntesis de GA de novo es, en semillas de algunas especies, un requerimiento 
importante para la terminación de la dormición (Jacobsen y Olzewski, 1993). En ese 
sentido, es conocido que la presencia de inhibidores de la biosíntesis de GAs como el 
paclobutrazol (PCB) y el uniconazol inhibe irreversiblemente la germinación (Nambara 
et al, 1991). Por otro lado, el ABA fue definido como un regulador positivo de la 
inducción y el mantenimiento de la dormición (Kucera et al., 2005). El ABA desempeña 
un rol crítico tanto en el establecimiento como el mantenimiento de la dormición de 
semillas (Le Page-Degivry et al., 1996; Grappin et al., 2000). La participación del ABA 
en la inducción de la dormición, fue demostrada claramente por el nivel de dormición 
reducido observado en mutantes ABA-deficientes o -insensibles (Li y Foley, 1997). El 
mantenimiento de la dormición luego de la imbibición en el ecotipo con dormición de 
Arabidopsis (CVI) (Ali-Rachedi et al., 2004) y en otras especies, requiere de la síntesis 
de ABA de novo (Le Page-Degivry et al., 1997; Grappin et al., 2000; Benech-Arnold et 
al., 2006). El ABA se sintetiza a partir de un precursor carotenoide C40, por lo que la 
presencia de inhibidores químicos de la síntesis de carotenoides (e.g. fluridone) 
previene la formación de este compuesto (Zeevaart, 1988). Los efectos del ABA se 
relacionan tanto con su contenido endógeno, como con la sensibilidad que presentan las 
semillas a su acción (Corbineau et al., 2002). A partir de estos y otros resultados 
publicados se puede concluir que el mantenimiento de la dormición requiere de una 
relación ABA-GA alta y/o una sensibilidad alta al ABA. Por el contrario, la salida de la 
dormición se asocia con: un incremento en la síntesis de GA, la inactivación del ABA, 
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un incremento en la sensibilidad a las GAs y la pérdida de sensibilidad al ABA (Finch-
Savage y Leubner-Metzger, 2006). El balance entre ambos reguladores de crecimiento 
se encuentra sujeto también a la acción de factores ambientales. Toyomasu et al. (1993, 
1998) y Yamaguchi et al. (1998), hallaron que la promoción de la germinación por el 
Pfr, la forma activa del fitocromo, luego de la exposición de las semillas a la luz roja 
está mediada por un incremento en la biosíntesis de GAs. Esto incrementa el potencial 
de crecimiento del embrión y reduce la resistencia física de las cubiertas a la emergencia 
de la radícula. El incremento del potencial de crecimiento del embrión producido por el 
Pfr, fue asociado también con una reducción en la sensibilidad y el contenido de ABA 
(Seo et al., 2006) y un incremento en la sensibilidad a las GAs (Yang et al., 1995; 
Arana et al., 2006). Considerando que las temperaturas alternadas también promueven 
la germinación a través de un incremento en la capacidad del embrión para superar las 
restricciones físicas a su crecimiento, parece razonable especular con una regulación de 
tipo hormonal. Más aún, se puede hipotetizar que la exposición de las semillas a las 
temperaturas alternadas pone en marcha una cadena de eventos comunes a los 
observados como resultado de exponer las semillas a la luz roja. En este Capítulo se 
pone a prueba esa hipótesis a partir de la evaluación de 1) el contenido de ABA y la 
sensibilidad al ABA en semillas y embriones de Cynara cardunculus durante su 
incubación a temperaturas alternadas o constantes, 2) Las respuestas a la presencia de 
GAs exógenas a temperaturas alternadas o constantes, y 3) la posibilidad de que el 
requerimiento de alternancia de temperaturas puede ser remplazado por la luz roja o las 
GAs. 
 
  
    60 
  
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Semillas 
Se recolectaron aquenios maduros de Cynara cardunculus (L.) (de aquí en adelante 
denominados semillas) durante enero de 2006 en las adyacencias de la Ruta Nacional 
205 en Alejandro Petión, Provincia de Buenos Aires (Lat. 34 59’ S, Long. 58 40’ O). 
Después de la limpieza inicial, las semillas fueron conservadas dentro de bolsas de 
papel a temperatura ambiente (20±2°C) durante tres meses hasta su uso en tres 
experimentos independientes (análisis de hidrotiempo, sensibilidad a la presencia de 
ABA y cuantificación del contenido endógeno de ABA).  
 
Experimentos de germinación  
La germinación está expresada como el porcentaje acumulado del total de semillas. 
Cada valor representa la media  EEM de tres repeticiones de 25 semillas cada una. La 
germinación fue registrada durante 14 días consecutivos. Las semillas con una 
protrusión de la radícula mayor a 2mm fueron consideradas como germinadas y luego 
removidas. Los estudios de germinación se condujeron en gabinetes de germinación 
ajustados a 20°C (temperatura constante) o temperaturas alternadas (25°C, 12h/15°C, 12 
h). Las semillas se incubaron en oscuridad dentro de cajas de Petri de 9 centímetros de 
diámetro y fueron cubiertas con film plástico para prevenir la evaporación.  
 
Análisis de hidrotiempo 
 
Para determinar los efectos de la alternancia de temperaturas (25/15°C) sobre los 
parámetros del modelo, las semillas se colocaron en cajas de Petri que contenían agua o 
soluciones de diferente concentración de polietilenglicol (PEG) 8000 (Anedra, Buenos 
Aires, Argentina) preparadas de acuerdo con la ecuación de Michel (1983). Los 
potenciales osmóticos resultantes fueron medidos con un osmómetro de presión de 
vapor (VPO, Modelo 5100 C. Wescor Inc., Logan, UT, USA) calibrado con soluciones 
de ClNa. Las soluciones de PEG se remplazaron luego de 24 h de incubación y de ahí 
en más cada 6 días. Los parámetros del modelo de hidrotiempo fueron también 
determinados en semillas incubadas a temperatura constante (20°C). Bajo esta 
condición térmica, los parámetros fueron también calculados para semillas tratadas con 
luz roja, GA3 (durante la incubación) y oscuridad. Las semillas irradiadas fueron pre-
incubadas en agua destilada en oscuridad a 20°C por 24 h. Luego de esta pre-
incubación, las semillas se irradiaron durante 2 h con luz roja provista por tubos 
fluorescentes Philips 40/15 40 W (Philips, Eindhoven, Holanda) para obtener una 
proporción calculada de Pfr de 0.87(Casal et al.,1991). Luego del tratamiento lumínico, 
las semillas se transfirieron a cajas de Petri que contenían agua destilada o a las 
soluciones de diferente concentración de PEG. Todas estas prácticas, incluyendo los 
conteos de germinación se desarrollaron bajo luces de seguridad verdes. Para determinar 
los efectos del GA3 sobre los parámetros del modelo de hidrotiempo, una solución 
combinada de GA3 más PEG se preparó disolviendo la cantidad requerida de PEG de 
acuerdo con la ecuación de Michel en 100 M de GA3. La solución GA3 más PEG se 
remplazó luego de 24 h y cada 6 días. Los tiempos a germinación fueron analizados de 
acuerdo con el modelo de hidrotiempo usando la herramienta Solver de Microsoft 
Excel
® 
2003. Este módulo permite maximizar el ajuste entre los datos obtenidos 
experimentalmente con los simulados por el modelo. El criterio de optimización 
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utilizado para obtener el mejor ajuste fue el mínimo error del cuadrado medio (RMSE) 
entre los datos simulados y los datos obtenidos experimentalmente. 
Tratamientos con ABA, GA3, fluridone y paclobutrazol 
 
La sensibilidad de las semillas incubadas a temperaturas alternadas o constantes al (+)-
cis, trans-ABA (Sigma Chemical Company, St Louis, MO, USA) fue evaluada mediante 
la incubación en soluciones de diferente concentración de ABA (6 ml) (0, 1, 50 y 100 
M). La sensibilidad de las semillas incubadas bajo temperaturas alternadas o 
constantes al GA3 se determinó mediante la incubación en soluciones de diferente 
concentración de GA3 (6 ml) (0, 1, 25, 50 y 100 M). Las  semillas fueron también 
incubadas en presencia de 6 ml de 50 M fluridone (1-metil-3-fenil-5-3 triurometil-
fenil-piridone) (Phytotechnology Laboratories, Shawnee Mission, KS, USA) y 0.068 
mM paclobutrazol (PCB) ((2RS, 3RS-1-(4-clorofenil)–4,4-dimetil-2-(1H1,2,4-Triazol-
1-il) pentan-3ol, CRESTAR, Syngenta Crop Protection AG, Birsfelden, Suiza). Las 
soluciones de fluridone fueron preparadas disolviendo este compuesto en una solución 
0.1 % de acetona hasta la disolución completa y luego diluyendo en agua (da Silva et 
al., 2004). Un experimento control no demostró ningún efecto negativo de la acetona 
sobre la germinación. Se evaluó también la germinación de semillas en una solución 
combinada de PCB (0.068 mM) más GA3 (50 M) e incubadas a 25/15ºC. En el 
experimento de sensibilidad al ABA, los tratamientos fueron combinaciones factoriales 
con cuatro dosis de ABA y dos condiciones térmicas (20ºC vs. 25/15ºC). En el 
experimento de sensibilidad a las GAs, los tratamientos fueron combinaciones 
factoriales con cinco dosis de GAs y dos condiciones térmicas (20ºC vs. 25/15ºC). Los 
datos de germinación fueron sometidos al análisis de la varianza (Statistix 8.0, 
Analytical Software, Tallahassee, FL, USA). La comparación entre medias fue realizada 
mediante el Test de Tukey al 5% de probabilidad.  
 
Cuantificación del ABA  
 
Para cuantificar el contenido endógeno de ABA en semillas incubadas a temperaturas 
alternadas (25/15°C) o constantes (20°C), tres repeticiones de aproximadamente 100 mg 
de semillas fueron recolectadas con intervalos de 12-h los primeros cuatro días de 
incubación. También se muestrearon con intervalos diarios semillas no-germinadas 
incubadas a 20°C desde el cuarto día en adelante. Cada muestra fue congelada 
inmediatamente en N2 líquido. Posteriormente las semillas fueron liofilizadas, molidas, 
pesadas y almacenadas a –18°C hasta su utilización para la cuantificación de ABA. Esta 
determinación se realizó mediante radio inmunoensayo empleando el anticuerpo 
monoclonal MAC 252 siguiendo el protocolo descrito en Steinbach et al. (1995). Fue 
realizada una curva estándar que relacionó concentraciones conocidas de (+) ABA de 
125, 250, 500, 1000 y 2000 pg/ 50 μL realizados por duplicado y valores de 
radioactividad medido en cuentas por minutos. Se utilizaron 50 μl de cada muestra, por 
duplicado. Las concentraciones de ABA en las muestras, se calcularon ingresando a la 
curva estándar de calibración los valores de radioactividad de las muestras medida en 
cuentas por minuto leídas en el contador de centelleo líquido. Los resultados 
presentados corresponden a los valores medios de tres repeticiones  EEM.  
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RESULTADOS 
 
Análisis de hidrotiempo de la germinación en semillas incubadas a temperaturas 
alternadas y semillas incubadas a temperatura constante tratadas con luz roja y GA3. 
 
La incubación bajo el régimen de alternancia de temperaturas (25/15°C) aumentó el 
porcentaje total de germinación en relación al observado en semillas incubadas a 
temperatura constante (20°C) (Figuras 3.1 A y D). Semillas incubadas en potenciales 
osmóticos más negativos germinaron menos, con la excepción de aquellas tratadas con 
GA3 incubadas en –0.3 MPa (Figura 3.1 C). Para poder cuantificar los cambios en los 
parámetros del modelo de hidrotiempo, se analizaron los datos de conteos obtenidos en 
cada tratamiento. Los parámetros resultantes fueron usados para predecir los tiempos a 
germinación de acuerdo con la siguiente ecuación: probit (g)=  - (H/tg) - b (50) 
/b, convirtiendo los valores probit nuevamente en valores porcentuales. Ambos 
regímenes térmicos (25/15°C y 20°C) fueron igualmente efectivos en desplazar hacia 
valores más negativos el b (50) de la población en presencia de GA, cuando se los 
comparó con los parámetros obtenidos a 20°C sin la hormona (Figuras 3.1H y G). La 
irradiación con luz roja, previa a la incubación a 20ºC, redujo el b (50) en menor 
medida que la incubación a 25/15ºC o las GA3 (Figuras. 3.1 E y F). La reducción del 
b(50) por las temperaturas alternadas y GA3 fue acompañada por una disminución del 
valor de la constante de hidrotiempo (H) comparado con el tratamiento a 20ºC. No 
fueron observados cambios importantes en el valor de b entre el control en oscuridad 
y el resto de los tratamientos. 
 
    63 
  
 
0 2 4 6 8 10 12 14
0
25
50
75
100
0 MPa. -0.3 MPa. -0.6 MPa.
Tiempo (días)
G
e
rm
in
a
c
ió
n
 (
%
)
-3 -2 -1 0 1 2 3
0.1
0.2
0.3
0.4
b (50)= -0.1 MPa.
 b (50)= 0.2 MPa.
H= 0.9 MPa. d
 (b) (MPa.)
F
re
c
u
e
n
c
ia
 r
e
la
ti
v
a
 e
n
 la
 p
o
b
la
c
io
n
 d
e
 s
e
m
ill
a
s
0 2 4 6 8 10 12 14
0
20
40
60
80
100
0 MPa. -0.3 MPa. -0.6 MPa.
Tiempo (días)
G
e
rm
in
a
c
ió
n
 (
%
)
-3 -2 -1 0 1 2 3
0.1
0.2
0.3
0.4
b (50)= -0.2 MPa.
b (50)= 0.3 MPa.
H= 0.7 MPa. d
 (b) (MPa.)
F
re
c
u
e
n
c
ia
 r
e
la
ti
v
a
 e
n
 l
a
 p
o
b
la
c
ió
n
 d
e
 s
e
m
il
la
s
0 2 4 6 8 10 12 14
0
25
50
75
100
0 MPa. -0.3 MPa. -0.6 MPa.
Tiempo (días)
G
e
rm
in
a
c
ió
n
 (
%
)
-3 -2 -1 0 1 2 3
0.1
0.2
0.3
0.4
b (50)= -0.5 MPa.
b (50)= 0.1 MPa.
H= 1.8 MPa. d
 (b) (MPa.)
F
re
c
u
e
n
c
ia
 r
e
la
ti
v
a
 e
n
 l
a
 p
o
b
la
c
ió
n
 d
e
 s
e
m
il
la
s
0 2 4 6 8 10 12 14
0
25
50
75
100
0 MPa. -0.3 MPa. -0.6 MPa.
Tiempo (días)
G
e
rm
in
a
c
ió
n
 (
%
)
-3 -2 -1 0 1 2 3
0.1
0.2
0.3
0.4
b (50)= -0.4 MPa.
b (50)= 0.2 MPa.
H= 1.6 MPa. d
 (b) (MPa.)
F
re
c
u
e
n
c
ia
 r
e
la
ti
v
a
 e
n
 l
a
 p
o
b
la
c
ió
n
 d
e
 s
e
m
il
la
s
Tratamiento con GA3 (100 M)
Temperaturas alternadas  (25/15°C)
20ºC Oscuridad
Tratamiento con luz roja
A E
B F
C
D
G
H
 
Figura 3.1. Germinación acumulada en función del tiempo de semillas de Cynara cardunculus incubadas 
a (A) 20°C en potenciales agua de 0, -0.3 y  –0.6 MPa, (B) a 20°C bajo potenciales agua de 0, -0.3 y –0.6 
MPa luego de un tratamiento con luz roja, (C) a 20°C en presencia de 100 M GA3, y (D) a 25/15°C a 
potenciales agua de 0, -0.3 MPa y 0.6 MPa. Los símbolos representan a los datos experimentales, y las 
líneas representan los tiempos a germinación estimados por el modelo de hidrotiempo. (E) a (H) 
Distribución normal de la frecuencia relativa de b (g) valores correspondientes a las figuras (A) a (D), 
respectivamente. Se muestran los valores del desvío estándar (b), y la constante de hidrotiempo (H). 
Papel del ABA en la respuesta de las semillas a las condiciones térmicas de incubación. 
 
Los dos efectos principales, dosis de ABA y los tratamientos térmicos sobre la 
germinación, fueron significativos (P < 0.001). Por otro lado, la interacción entre la 
dosis de ABA y el tratamiento térmico no fue significativa (P = 0.96). Las semillas 
incubadas a temperaturas alternadas exhibieron un porcentaje de germinación mayor 
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que las incubadas a 20°C a la misma concentración de ABA (Figura 3.2). El total de la 
germinación en agua destilada (ABA 0 M) bajo 25/15ºC fue de 96.41.7% (media ± 
EE) y en semillas incubadas a 20°C alcanzó un 36.68.3%. El porcentaje de 
germinación final bajo el régimen de temperaturas alternadas se redujo desde el 96.4% 
± 1.7 (ABA 0 M) hasta un 56.6 8.3% en 100 M de ABA. En cambio, cuando la 
incubación se realizó bajo el régimen de temperatura constante, los porcentajes finales 
de germinación en 0 y 100 M ABA fueron de 36.8% ± 8.3 y 1.6% ± 1.6, 
respectivamente (Figura 3.2). La presencia de fluridone (50 M), promovió la 
germinación de semillas incubadas a 20ºC (85.6% ± 3.8) (Figura 3.2) sugiriendo que la 
biosíntesis de ABA luego de la imbibición puede ser responsable de la inhibición de la 
germinación observada a 20ºC. Para examinar esta posibilidad, se realizó la 
determinación del contenido de ABA durante la incubación en semillas incubadas bajo 
condiciones de temperaturas constantes y alternadas.  
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Figura 3.2. Porcentaje final de germinación en semillas de Cynara cardunculus incubadas en diferentes 
concentraciones de ABA. Barras abiertas muestran la germinación a temperaturas alternadas (25/15°C) y 
barras cerradas muestran la germinación a temperatura constante (20°C). Las barras de error muestran los 
EE. Los experimentos de germinación se condujeron durante 16 días.  
 
 
El contenido de ABA en semillas secas fue de 19.71 ±1.16 pg/mg semilla (0 h de 
imbibición) (Figura 3.3). Los contenidos de ABA en semillas incubadas a 25/15ºC y a 
20ºC fueron similares hasta las 60 h posteriores a la imbibición (Figura 3.3). El 
contenido de ABA disminuyó en semillas incubadas a 25/15ºC con anterioridad a la 
emergencia de la radícula (Figura 3.3; tiempo de emergencia de la radícula señalado por 
una flecha). Los contenidos de ABA en semillas incubadas a 20ºC fueron de 27.7±3.4 
pg/mg aquenio a las 72 h y de 26.3±4.19 pg/mg aquenio a las 84 h. Los contenidos de 
ABA en semillas incubadas a 25/15ºC fueron de 20.3±1.41 pg/mg aquenio a las 72 h y 
de 19.37 ± 3.12 pg/mg aquenio a las 84 h. Concentraciones estables de ABA fueron 
observadas en semillas incubadas a 20ºC luego de las 72 h de incubación en adelante. 
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Figura 3.3. Contenido de ABA (pg/mg aquenio seco) en semillas de Cynara cardunculus a diferentes 
tiempos de incubación. Símbolos abiertos representan el contenido de ABA en semillas incubadas a 
25/15°C, símbolos cerrados representan el contenido de ABA en semillas incubadas a 20°C. Los datos 
representan valores medios de tres repeticiones  EE.  
 
 
Papel de las GAs en las respuestas de las semillas a las condiciones térmicas de 
incubación 
 
Los dos efectos principales, tratamiento térmico (20ºC y 25/15ºC) y la respuesta de las 
semillas a las dosis de GAs, y su interacción fueron estadísticamente significativas (P < 
0.001). El porcentaje de germinación no difirió entre 25/15ºC y 20ºC cuando las 
semillas se incubaron en presencia de GA3 (1-100 M). La germinación de las semillas 
incubadas bajo temperaturas alternadas en presencia de GA3 no superó a la observada 
en semillas incubadas en agua (Figura 3.4). Por el contrario, se registró un porcentaje de 
germinación reducido en semillas incubadas a temperatura constante en agua (31.6% 
±9.2) (media ±EE) y en presencia de una solución 0.068 mM de PCB (21.3% ±3.3 y 
16% ±4 para 20ºC y 25/15ºC respectivamente) (Figura 3.4). La incubación en una 
solución combinada de PCB (0.068 mM) más GA3 (50 M) a 25/15°C restableció la 
germinación (88.8% ±8) en un porcentaje similar a aquel observado en agua destilada 
(90.8 3.3%) (Figura 3.4). 
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Figura 3.4. Porcentaje final de germinación de semillas de Cynara cardunculus incubadas a temperaturas 
alternadas (25/15°C) (barras abiertas) o a temperaturas constantes (20°C) (barras cerradas) en diferentes 
soluciones (ver leyenda por debajo del eje x). Barras verticales representan al EE. Los experimentos de 
germinación fueron desarrollados durante 16 días. Letras diferentes por encima de cada barra indican 
diferencias significativas de acuerdo con el test de Tukey ( = 0.05). 
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DISCUSIÓN 
 
Las temperaturas alternadas y la luz son factores ambientales que terminan con la 
dormición de semillas de muchas especies (Batlla et al., 2005). Para el caso de la luz, un 
importante número de trabajos aborda las respuestas provocadas por este estímulo 
conociéndose muchos aspectos de esta respuesta (i.e. percepción, señalización y 
traducción de la señal). Por el contrario, se conoce poco sobre los mecanismos 
fisiológicos y bioquímicos involucrados en la respuesta de las semillas a las 
temperaturas alternadas. En el capítulo anterior la mejora de porcentaje de germinación 
en semillas de Cynara cardunculus expuestas a la temperaturas alternadas quedó 
demostrado claramente ya que ninguna de las temperaturas constantes incluidas (i.e. la 
temperatura mínima, la temperatura máxima o la temperatura media) dentro del ciclo de 
alternancia pero la fluctuación per se liberaron a C. Cardunculus de la dormición. El 
modelo de hidrotiempo indicó que la terminación de la dormición por temperaturas 
alternadas estuvo acompañado por un desplazamiento del b hacia valores más 
negativos. Como ya ha sido mencionado, la implicancia fisiológica de este 
desplazamiento reside en que las temperaturas alternadas terminan con la dormición a 
través de un incremento en la capacidad del embrión para superar restricciones físicas u 
osmóticas. El potencial de crecimiento del embrión está regulado positivamente o 
negativamente por las GAs o el ABA, respectivamente (Karsen et al., 1989; Sánchez y 
de Miguel, 1997; da Silva et al., 2004). La acción hormonal tiene lugar tanto por su 
contenido en los tejidos seminales como por la sensibilidad celular a las hormonas. Los 
resultados expuestos en el presente Capítulo señalaron una reducción clara de la 
sensibilidad al ABA bajo el régimen de temperaturas alternadas (Figura 3.2). Este 
resultado está en plena coincidencia con Benech-Arnold et al. (1995), Romagosa et al. 
(2001) y Corbineau et al. (2002). Estos autores encontraron también una reducción en la 
sensibilidad al ABA y su posible contribución con la ruptura de la dormición. Bajo el 
régimen de temperaturas alternadas se observó una reducción en el contenido de ABA 
durante la incubación. Si bien la reducción del contenido endógeno de ABA observado 
en este experimento y otros experimentos no es de magnitud semejante (Yoshioka et al., 
1998; Ali-Rachedi et al., 2004; Benech-Arnold et al., 2006), la misma podría ser 
suficiente para explicar el comportamiento diferencial entre las semillas de C. 
cardunculus incubadas bajo temperaturas alternadas y constantes. Probablemente, el 
contenido estable de ABA observado en semillas incubadas a 20°C sea suficiente para 
mantener el estado de dormición bajo este régimen. El incremento de la germinación 
observado en presencia de fluridone (i.e. un inhibidor de la síntesis de ABA) a 20°C 
(Figura 3.3) sustenta esta posibilidad La aplicación de GA3 exógeno en semillas 
incubadas bajo temperaturas alternadas no se diferenció de aquellas incubadas en 
presencia de agua. Por otro lado, la adición de GA3 mejoró la germinación de semillas 
incubadas a temperatura constante (Figura 3.4). Este resultado mostró que el GA3 
remplazó los requerimientos de temperaturas alternadas para terminar con la dormición 
de Cynara cardunculus, sugiriendo la síntesis de GAs estaría involucrada en la 
terminación de la dormición. La importancia de la biosíntesis de GAs para promover la 
germinación bajo el régimen de 25/15°C se sustenta también en la inhibición profunda 
de la germinación ejercida por el PCB. Esta inhibición fue revertida completamente por 
la incubación en una solución combinada de PCB más GA3. Además, los resultados del 
análisis de hidrotiempo donde las semillas tratadas con GA3 a 20°C exhibieron valores 
de parámetros de hidrotiempo muy similares a aquellos obtenidos en semillas expuestas 
a 25/15°C, apoya profundamente la proposición de que las GAs estarían involucradas en 
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este proceso. Los resultados presentados en este capítulo permiten aceptar en la 
hipótesis II que señalaba que: la terminación de la dormición en semillas incubadas a 
temperaturas alternadas es el resultado de una reducción en el contenido endógeno de 
ABA y/o en la sensibilidad de las semillas al ABA aplicado exógenamente. 
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CAPÍTULO 4 
 
 
EL EFECTO DE LAS TEMPERATURAS ALTERNADAS SOBRE EL BALANCE 
ABA: GAs: IDENTIFICACION DE LOS SITIOS DE REGULACION 
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INTRODUCCIÓN 
La exposición de las semillas a las temperaturas alternadas promueve una serie de 
mecanismos fisiológicos que permiten la terminación de la dormición. En efecto, los 
experimentos descritos en el capítulo 2 mostraron que las temperaturas alternadas 
producen un desplazamiento hacia valores más negativos en el valor del ψb(50) de la 
población de semillas. Este resultado tiene una clara implicancia fisiológica, ya que 
denota que la exposición a temperaturas alternadas incrementa la capacidad del embrión 
para superar aquellas restricciones que limitan su crecimiento. De todas las especies 
incluidas en ese estudio, C. cardunculus fue la que presentó una reducción más drástica 
del valor del ψb(50). Por lo tanto, se la consideró como un modelo de estudio interesante 
para comprender los mecanismos involucrados en la terminación de la dormición por 
efecto de las temperaturas alternadas. Numerosos trabajos sugieren que el incremento en 
el potencial de crecimiento del embrión tiene una base hormonal, fundamentado en una 
menor relación ABA/GAs (e.g. Leubner-Metzger, 2003). Bajo esta premisa, se 
consideró la posibilidad de que el efecto de las temperaturas alternadas estuviera 
mediado por cambios en el balance ABA/GAs. Por este motivo, los experimentos 
presentados en el capítulo 3 estuvieron dirigidos, en parte, al estudio del contenido y la 
sensibilidad a la presencia del ABA, en semillas expuestas a temperaturas alternadas y 
constantes. Los resultados obtenidos demostraron una reducción en el contenido y en la 
sensibilidad de las semillas al efecto inhibidor sobre la germinación de esta hormona. 
Además, mediante la aplicación de ABA y GAs, en forma exógena, y de la utilización 
de inhibidores de su síntesis (i.e. fluridone y paclobutrazol, respectivamente) tanto a 
temperaturas constantes como alternadas, fue posible modificar artificialmente la 
relación entre ambas hormonas y observar el comportamiento germinativo bajo cada 
condición experimental. Los resultados obtenidos señalaron que detrás del efecto 
estimulante de las temperaturas alternadas parecería haber una reducción en la relación 
ABA/GAs ya que, tanto la incubación de semillas a temperatura constante en presencia 
de fluridone o de GA3 permitía reproducir el efecto de las temperaturas alternadas. Por 
el contrario, la inhibición de la síntesis de GAs en semillas incubadas bajo temperaturas 
alternadas, determinó que las semillas se comportaran como si hubieran estado 
incubadas bajo temperaturas constantes. Tomados en conjunto estos resultados sugieren 
que las temperaturas alternadas ejercerían su acción mediante una modificación del 
balance ABA/GAs, no solamente a través de una reducción en el contenido y en la 
sensibilidad al ABA, sino también por un incremento en la concentración y /o 
sensibilidad a las GAs. En forma alternativa, se podría considerar que las temperaturas 
alternadas modifican la relación ABA / GAs a partir de la sola modificación del 
contenido y la señalización de ABA, sin alterar la síntesis y señalización de GAs. La 
sensibilidad de las semillas a la aplicación de GAs puede ser estudiada mediante 
diferentes aproximaciones experimentales: i) a través de la capacidad de las GAs para 
contrarrestar los efectos inhibitorios sobre la germinación ejercidos por el ABA 
(Benech-Arnold et al., 2003), o ii) para contrarrestar la acción de compuestos químicos 
que inhiben su síntesis como por ejemplo el Trinexapac-etilo (TE) (Rademacher, 2000). 
El contenido de una hormona resulta del balance dinámico entre dos procesos: el de 
síntesis y el catabolismo (Umezawa et al., 2006). Por lo tanto, la caída observada en el 
contenido endógeno del ABA bajo temperaturas alternadas puede estar originada por: 
un menor ritmo de síntesis, una mayor degradación o por la acción coordinada de ambos 
procesos. La biosíntesis del ABA esta modulada especialmente por la actividad de la 
enzima NCED (Schwartz et al., 2003). En A thaliana los miembros de la familia génica 
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AtNCED 2-3-5-6 y 9 fueron propuestos como el paso regulatorio clave en la síntesis de 
esta hormona (Holdsworth et al., 2008). Por su parte, la degradación comprende dos 
procesos: la hidroxilación en ácido faseíco y la conjugación en ABA-glucosil ester 
(Yamaguchi et al., 2008). La hidroxilación del ABA está modulada por la actividad de 
la enzima ABA 8-hidroxilasa (Sawada et al., 2008) codificada por la familia de genes 
CYP707A (CYP707A1-CYP707A4). En particular, el nivel de expresión de CYP707A2 
es responsable de la degradación rápida del ABA durante la imbibición de semillas de 
Arabidopsis, mientras que en la conjugación del ABA interviene la enzima ABA 
glucosiltransferasa codificada por el gen AOG (Nambara y Marion-Poll, 2005). Medir la 
expresión de los genes que codifican para NCED y ABA 8-hidroxilasa permitiría 
determinar si las temperaturas alternadas regulan el contenido endógeno de ABA a nivel 
de la expresión de estos genes. Por otro lado, la sensibilidad al ABA podría estar 
regulada también a nivel de la expresión de los genes que codifican para elementos 
involucrados en la señalización del ABA. Entre esos elementos se encuentran los 
factores de transcripción ABI3, ABI4 y ABI5, que actúan en la señalización del ABA a 
través de la inducción de la transcripción de genes que participan en procesos 
promovidos por ABA (Nambara et al., 2010). No obstante, de los tres elementos 
mencionados, Lopez-Molina et al. (2002) y Chen et al. (2008) destacaron la 
importancia de ABI5, por considerar que ABI5 es el represor último de la germinación 
al actuar corriente abajo de los otros elementos dentro de ruta de señalización. En forma 
similar, y de observarse que las temperaturas alternadas estimulan la síntesis de GAs, 
una regulación que estuviera ejercida a nivel de la transcripción debería reflejarse en un 
aumento en la expresión de genes que codifican para enzimas involucradas en la síntesis 
de GAs con actividad biológica (e.g. GA 3-oxidasa) (Yamaguchi, 2008). Del mismo 
modo, si la exposición a temperaturas alternadas aumentara la sensibilidad a las GAs, 
esto debería verse reflejado en cambios en la expresión de genes que codifican para 
elementos de su red de señalización, (i.e. RGL2, GAI, etc.) (Hartweck, 2008) en la 
medida en que la regulación sea ejercida a nivel de transcripción.  
Los objetivos del presente capitulo son: I) determinar si la modificación del balance 
ABA/GAs a partir de la cual temperaturas alternadas terminan con la dormición, 
involucra solo una reducción en el contenido y la sensibilidad al ABA o si, además, 
incluye el estímulo de la síntesis de GAs y/o un incremento en la sensibilidad a esta 
hormona; II) determinar si la reducción del contenido de ABA obedece a un cambio en 
la transcripción de genes que codifican para enzimas involucradas en la síntesis (NCED) 
o en la inactivación (ABA8-hidroxilasa) de esta hormona y III) determinar si un 
eventual efecto estimulante de las temperaturas alternadas sobre la síntesis de GAs y/o 
sobre la sensibilidad a esta hormona, es a través de un efecto sobre la transcripción de 
genes que codifican para alguna enzima clave comprometida en la síntesis de GAs 
activas (i.e. GA 3-betahidroxilasa) o para elementos de la cadena de señalización.   
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MATERIALES Y MÉTODOS 
Semillas 
Se recolectaron semillas maduras (i.e. al momento de su dispersión natural) de C. 
cardunculus (L.) de dos poblaciones diferentes. Durante enero de 2010 se recolectaron 
en Azul (Provincia de Buenos Aires 36
°47’ O, 59° 42´ S), mientras que en enero de 
2011 se recolectaron en una parcela ubicada en el predio de la Facultad de Ciencias 
Agrarias de la Universidad Católica Argentina (C.A.B.A., 34° 34´O, 58° 26´S). Luego 
de la limpieza inicial, las semillas se conservaron en bolsas de papel a -18°C para 
mantener la dormición hasta el comienzo de cada ensayo.  
 
Ensayo de germinación 
Para corroborar los requerimientos de temperaturas alternadas para la terminación de la 
dormición, se condujo con cada lote de semillas un ensayo de germinación durante 14 
días en gabinetes de germinación ajustados a temperaturas alternadas (20°C, 12h/10°C, 
12h) o a temperaturas constantes (15°C, 24h). Las semillas fueron incubadas en 
oscuridad en cajas de Petri de 9cm de diámetro cubiertas con film plástico para evitar la 
evaporación. La germinación se expresó como el porcentaje acumulado y cada valor 
representó el valor medio ± EEM de tres repeticiones de 20 semillas cada una. Las 
semillas con radícula visible mayor a 2mm fueron consideradas como germinadas y 
removidas de la caja de Petri.  
 
  
75 
 
 
Cuantificación de GAs: 
La determinación del contenido de GAs fue realizada sobre el lote de semillas 
procedentes de Azul recolectadas en 2010. Se incubaron tres repeticiones de 20 semillas 
cada una bajo temperaturas alternadas (20°C, 12h/10°C, 12h) y constante (15°C) 
durante 0, 1, 3, 4 y 5 días respectivamente. Se recolectaron de modo individual muestras 
de embriones aislados quirúrgicamente procedentes de cada tratamiento y repetición. 
Los embriones se ubicaron dentro de tubos plásticos para micro-centrífuga de 2ml y 
fueron congelados inmediatamente en N2 líquido y almacenados a -80°C hasta el 
momento de la extracción de GAs. Cuando se encontraron semillas germinadas, éstas no 
se incluyeron en las muestras para la extracción de GAs. Cada muestra de embriones 
fue liofilizada, molida en un mortero y pesada. Se les agregó 5 a 6 ml del solvente de 
extracción, (Metanol (MeOH) 80: H2O 19: ácido acético (v/v) (Sintorgan, Buenos Aires, 
Argentina) (pH=3,0). Luego se agregaron cada uno de los compuestos deuterados 
[2H2]-GA1/3/4/8/34 (L. Mander, Australian National University, Adelaide, Australia) y 
se dejó reposar 30 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugó cada muestra a 5000 
rpm durante 15 minutos y se descartó el pellet vegetal. Posteriormente se agregó entre 
5-6 ml de acetato de etilo (Sintorgan) y se particionó manualmente durante 2 minutos 
separando la fase orgánica; los dos últimos pasos fueron repetidos para finalmente 
colectar la fase orgánica. La fase orgánica se evaporó a sequedad en un Speed-Vac 
(155110 System Termo Savant). Se re-disolvió la fase orgánica con MeOH 0.75 a 1 ml 
(2 veces) y se recolectó en un tubo de micro centrifuga de 2 ml. Luego se evaporó a 
sequedad y se re-disolvió con 100 µl de MeOH. Finalizada la extracción se inyectaron 
10 µl de cada muestra para su posterior identificación en el LC-MS-MS (Cromatógrafo 
líquido Alliance 2695 (Waters Inc, California, Estados Unidos) acoplado a un doble 
masas Quatro UltimaTM Pt (Micromass, Manchester, Inglaterra) (FCE-UNRC). La 
cantidad de cada especie de GA en los extractos, se calculó por comparación del área de 
los picos obtenidos para los iones parentales para los derivados Me/Me-TMSi de los 
estándares deuterados internos, y los derivados Me/Me-TMSi de las GA endógenas. Los 
análisis se hicieron por duplicado (dos inyecciones de cada muestra).  
 
Sensibilidad a GAs 
Sobre el lote de semillas recolectadas durante 2011, se evaluó la sensibilidad de las 
semillas de C. cardunculus al GA3 expuestas a temperaturas alternadas o constantes de 
incubación. Este estudio incluyó dos aproximaciones diferentes. En ambos estudios, se 
incubaron tres repeticiones que contenían 20 semillas cada una por tratamiento.  
 
I) Solución combinada TE+ GA3  
Se incubaron semillas en 7ml de una solución combinada 750µM Trinexapac-etilo (TE) 
(Moddus Syngenta Crop Protection AG, Birsfelden, Suiza) (un inhibidor de la síntesis 
de GAs, ver capítulo 1) y concentraciones crecientes de GA3 (Phytotechnology 
Laboratories, Shawnee Mission, Kansas, Estados Unidos): 0, 10, 50, 250, 1000 y 
1500µM. La concentración de TE usada en este ensayo (250µM) se determinó luego de 
un ensayo preliminar, en el cual las semillas se expusieron a un rango de TE (0, 125, 
250, 500, 750 y 1000µM) bajo temperaturas alternadas (20/10°C) y constantes (15°C). 
La germinación en presencia de 750 y 1000 µM de TE fue inhibida de manera 
semejante entre ambos tratamientos térmicos hasta un 15 y 10% (750 y 1000 µM 
respectivamente).  
76 
 
 
 
II) Solución combinada ABA + GA3 
Se incubaron semillas en 7ml de una solución combinada de ABA (250µM) 
(Phytotechnology Laboratories) y diferentes dosis de GA3 (10, 50, 250, 1000 y 
1.500µM). La concentración de ABA usada en este ensayo (250µM) se determinó luego 
de un ensayo preliminar, en el cual tres repeticiones de 20 semillas cada una se 
expusieron a un rango de concentraciones de ABA (0, 50, 100 y 250µM) bajo 
temperaturas alternadas (20/10°C) y constantes (15°C). Como se mostró en el Capítulo 
3, la incubación bajo temperaturas alternadas disminuye la capacidad del ABA de 
inhibir la germinación. Sin embargo, con concentraciones tan altas como 250µM de 
ABA la germinación fue inhibida a valores próximos al 15% en ambos tratamientos 
térmicos.  
 
Extracción de RNA y síntesis de cDNA 
Del lote de semillas recolectado en Azul durante enero de 2010, se incubaron tres 
repeticiones de 20 semillas cada una bajo temperaturas alternadas (20/10°C, 12h) y 
constante (15°C) durante 0, 1, 3 y 5 días respectivamente. Se recolectaron de modo 
individual, muestras de 15-17 embriones aislados quirúrgicamente procedentes de cada 
tratamiento y repetición, y fueron congelados inmediatamente en N2 líquido y 
almacenados a -80°C hasta el momento de la extrañación de ácido ribonucleico (RNA). 
El RNA se extrajo mediante el mRNA Isolation Kit (Roche Molecular Biochemicals, 
Gmbh, Mannheim, Alemania). La síntesis de ADN complementario (cDNA) se obtuvo 
a partir de una una cantidad mayor a 10 ng de mRNA por cada muestra mediante Revert 
Aid™ M-Mul V Reverse transcriptasae system (Fermentas International Inc., 
Burlington, Ontario, Canadá). La concentración de mRNA se evaluó midiendo la 
absorbancia a 260 nn mediante un fluorómetro Qubit
® 
2.0 (Invitrogen). El RNA fue 
convertido en cDNA de la siguiente manera: se determinó la concentración de RNA de 
cada muestra, de acuerdo con su concentración se preparó una solución con 1µl de oligo 
dT (Biodynamics, Buenos Aires, Argentina) y cantidades variables de agua miliQ y 
RNA hasta un volumen final de 11µl. Cada muestra fue ubicada en el termociclador 
durante 5 min a 70°C y 3 minutos a 4°C. Cumplido este tiempo, se agregó 8 µl de una 
solución compuesta por 4 µl del Buffer de la enzima transcriptasa inversa (RT), 2 µl de 
dinucleótidos (dNTPs) 10 mM, 0,5 µl de inhibidor de RNAsas (Fermentas) y 1,5 µl de 
agua miliQ. Se restableció el termociclador con un periodo de 5 min a 37°C donde se 
adicionó 1 µl de RT (Fermentas) con las siguientes condiciones desde este momento en 
adelante 60 minutos a 42°C, 10 minutos a 70°C para reducir finalmente la temperatura a 
4°C. El cDNA obtenido fue conservado a -18 °C hasta su uso.  
 
RT-PCR 
La cuantificación de trascriptos para los genes  NCED, CYP707A2, ABI5, GA3ox, GAI y 
RGL2 se evaluó mediante reacciones de RT-PCR (Reacción en cadena de la polimerasa 
con transcriptasa inversa) semi- cuantitativa. Fueron diseñados un grupo de cebadores 
(de aquí en adelante se usará el término primers) degenerados a partir de regiones 
conservadas en secuencias de nucleótidos de otras especies vegetales (Tabla 4.1). Las 
secuencias utilizadas en el diseño de los pares de primers para NCED, fueron las 
siguientes: DQ173543.1 (Número de acceso del GenBank) (Rumex palustris NCED9), 
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XM002862948.1 (Arabidopsis lyrata NCED9), NM106486.2 (Arabidopsis thaliana, 
NCED9), AB120110.1 (Lactuca sativa, NCED4). Para CYP707A2 se utilizaron las 
siguientes secuencias: AB235920.1 (Lactuca sativa LsABA8ox4), NM128466.2 (A. 
thaliana CYP707A2), GU559990.1 (Pronus aviun CYP707A3), DQ145932.1 (H. 
vulgare subsp. vulgare ABA 8'-hidroxilasa 1). Para ABI5 se utilizaron las siguientes 
secuencias: EU964768.1 (Zea mays), NM129185.3 (A. thaliana), AB193553.1 (T. 
aestivum,), XM002970700.1 (Selaginella moellendorffii), AY150676.1 (H. vulgare 
subsp. Vulgare). Para GA 3-oxidasa, se utilizaron las siguientes secuencias: 
AB012205.1 (Lactuca sativa), AB303422.1 (Allium fistulosum), AB010991.1 (Solanum 
lycopersicum), AB613270.1 (Torenia fournieri), AB032198.1 (Nicotiana tabacum,), 
DQ641497.1 (Rumex palustris), AJ006453.1 (Cucurbita máxima). Para GAI se 
utilizaron las siguientes secuencias: AY781175.1 (Oryza sativa), DQ062091.1 
(Sacharum officinarum), NM101361.2 (A. thaliana), EU112606.1 (Helianthus annus). 
Para RGL2 se utilizaron las siguientes secuencias: NM111216.2 (A. thaliana), 
XM002519168.1 (Ricinus comunis) y DQ007884.1 (Malus x domestica). Las 
condiciones de PCR fueron las siguientes: NCED 4minutos a 94°C; 50seg a 94°C, 
1minuto a 54°C, 1minuto a 72°C (40 ciclos) y la fase de elongación final a 72°C por 
7minutos. Para ABI5: 4minutos a 94°C; 50seg a 94°C, 45seg a 55°C, 1minuto a 72°C 
(38 ciclos) y la fase de elongación final de 7minutos a 72°C. Para GA 3-oxidasa: 
4minutos a 94°C, 50seg a 94°C, 50seg a 55°C, 1minuto a 72°C (37 ciclos) y la fase de 
elongación final de 7 minutos a 72°C. Para GAI, RGL2 y ABA8ox: 4minutos a 94°C, 
50seg a 94°C, 1minutos a 50°C, 1minutos a 72°C (38 ciclos) y la fase de elongación 
final de 7minutos a 72°C. Se utilizó el nivel de mRNA de Actina como control interno 
para normalizar la expresión de los genes de interés. Para este gen, se diseñó un primer 
específico mediante el OligoPerfect™ Designer (Invitrogen) a partir de una secuencia 
de Cynara scolymus (AM744951.1). Las condiciones de RT-PCR fueron las siguientes: 
4minutos a 94°C (primer ciclo); 50seg a 94°C, 50seg a 55°C, 1minutos a 72°C (34 
ciclos) y la fase de elongación final de 7minutos a 72°C.  
Tabla 4.1 Primers usados para amplificación de cDNA 
Gen/ Factor de 
trascripción 
Primer forward (5´a 3´) Primer reverse (5´a 3´) Fragmento 
amplificado 
(Pb) 
Actina CCGGTATTGTGCTGGATTCT GTCAAGAGCGACGTATGCAA 230 
NCED ACRATGATCCAYGAYTTCGC CAATCKGGTACKTCGATCCA 192 
ABA8ox GGWTACAACTCCATGCCTYT ACCTCGAATCTWGAAGGRTC 189 
ABI5 GAGATGACNCTBGAGGAGTT TTCTTGATCATCCTCCTCTG 466 
GA3ox ATGTGGTCYGAAGGNTTCAC GGACARGCYGGGTAKGAATT 260 
GAI CTCAAGTTCGCYCACTTCAC GTGMAGCTCGAAMACMGAGT 384 
RGL2 GGGCTTAAWCARGGGATGCA CGGTGRAGCTCRAAWACCGA 290 
R = A+G, Y=  C+T,  N= A+C+G+T,  M= A+C y W= A+T 
Los productos de PCR fueron analizados mediante electroforesis en geles de Agarosa 
(1,5%) teñidos con el agente intercalante SYBR Green (Invitrogen, Carlsbad, 
California, Estados Unidos) y observados con UVP Doc-It LS Image Acquisition 
Software. Se utilizó un marcador molecular de DNA de 100bp (Invitrogen, Carlsbad, 
CA, EE. UU). Los fragmentos amplificados por PCR fueron clonados mediante pGEM-
T Easy Vector (Promega, Madison WI, Estados Unidos). La secuenciación de los 
fragmentos de DNA se realizó en un ABI PRISM
®
 377 (Applied Biosystem, Estados 
Unidos). La secuencia final fue analizada y se comparó su homología con secuencias de 
proteínas halladas en la base de datos de genes (NCBI) mediante el NCBI BLASTx 
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Estas secuencias contenían cDNA con alta similitud a 
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NCED, ABA8ox, ABI5, GA3ox, GAI y RGL2 de otras especies vegetales y fueron 
denominadas CycaNCED, CycaCYP707, CycaABI5, CycaGA3ox, CycaGAI, 
CycaRGL2y CycaActina todas a registrarse en el GeneBank. Se estableció la relación 
entre la intensidad de bandas obtenidas para cada gen con aquella obtenida para idéntico 
tratamiento térmico y tiempo de incubación para Actina mediante el programa N1H 
ImageJ. Los resultados muestran los valores medios de 3 repeticiones ±EEM.   
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RESULTADOS 
 
Determinación de los requerimientos de temperaturas alternadas para la terminación 
de la dormición. 
 
Para corroborar los requerimientos de temperaturas alternadas para la terminación de la 
dormición, se incubaron semillas de C. cardunculus a temperaturas de incubación 
alternadas (20°C, 12h/10°C 12) o constantes (15°C). La exposición de las semillas a 
temperaturas alternadas incrementó sensiblemente la germinación total (P=0,0019) 
(Figura 4.1). Este efecto promotor se observó a partir del quinto ciclo de alternancia, 
donde se registró un 20±10,4 % (media ± EEM) bajo 20/10°C y la ausencia de semillas 
germinadas a 15°C. Al noveno día de incubación, se registraron los acumulados 
máximos de este test (81,66 ± 10,13% y 6,66 ± 1,66% para 20/10°C y 15°C 
respectivamente) no observándose nuevas semillas germinadas desde ese día hasta la 
finalización del estudio (día 14).  
 
Figura 4.1 Evolución de la germinación en semillas de C. cardunculus (lote 2010) incubadas 
bajo dos diferentes regímenes térmicos. Símbolos llenos representan la germinación observada 
bajo temperaturas alternadas (20/10°C), mientras que símbolos abiertos representan la 
germinación a temperaturas constantes (15°C). Los símbolos representan las medias de tres 
repeticiones y sus respectivos errores estándar. En caso de no mostrarse las barras, el valor del 
error es menor que el tamaño de los símbolos. 
 
Contenido endógeno de giberelinas durante la incubación 
Los contenidos de GA1 y GA4 (ng / g de peso seco del embrión) en semillas incubadas a 
20/10°C y a 15°C presentaron una dinámica semejante entre ambos tratamientos 
térmicos a lo largo del periodo de medición (Figura 4.2). En efecto, para GA1 y GA4, los 
dos efectos principales: tiempo de incubación y régimen térmico de incubación y su 
interacción sobre el contenido de ambas GAs no fueron significativos (P>0,05). De la 
misma manera, para el contenido de GA8 (catabolito de GA1) no presentaron diferencias 
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significativas los dos efectos principales ni su interacción (P> 0,05), mientras que no fue 
posible detectar a GA34 (catabolito de GA4).  
Figura 4.2 Dinámica del contenido endógeno de GA1 (A), GA4 (B) y GA8 (C) en semillas incubadas bajo 
temperaturas alternadas de 20/10°C (símbolos llenos) o constantes de 15°C (símbolos abiertos). Los 
valores representan a la media de tres repeticiones y su respectivo error estándar En caso de no mostrarse 
las barras, el valor del error es menor que el tamaño de los símbolos. La determinación del contenido de 
GAs fue realizada mediante LC-MS-MS. 
 
Para corroborar estos resultados, se realizó una segunda determinación sobre el mismo 
lote de semillas a partir de embriones extraídos en semillas secas y al quinto día de 
incubación bajo ambos tratamientos térmicos. La elección del quinto día de incubación 
para la observación del contenido de GAs, obedece a que es el tiempo donde comienzan 
a expresarse las diferencias de germinación entre temperaturas alternadas vs. 
temperaturas constantes (ver figura 4.1 o el inset en la figura en 4.3). En este test, se 
cuantificó además el contenido de GA3 y GA34. No se observó un incremento en el 
contenido de GAs entre el valor determinado en semillas secas y luego de 5 días de 
incubación a temperaturas alternadas o constantes (P = 0,3, P = 0,65, P = 0,15, P = 0,44 
y P = 0,15 para GA1, GA3, GA4, GA8 y GA34 respectivamente) (Figura 4.3).  
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Figura 4.3. Contenido de giberelinas en semillas secas (barras grises) (Sec.) o luego de 5 días de 
incubación bajo temperaturas alternadas (20/10°C) (barras negras) (Alt.) o constantes (15°C) (barras 
vacías) (Cte.). Los valores representan a la media de tres repeticiones y su respectivo error estándar. En 
caso de que no se muestran las barras, el valor del error es menor que el tamaño de los símbolos. El inset 
muestra el resultado del ensayo de germinación realizado en paralelo al muestreo de embriones para la 
determinación del contenido de GAs. La determinación del contenido de GAs fue realizada mediante LC-
MS-MS. 
 
 
Efecto de las temperaturas alternadas sobre la sensibilidad de las semillas al GAs 
La sensibilidad al GA3 en semillas incubadas a temperaturas alternadas y constantes se 
evaluó en 2 ensayos de germinación independientes en un rango de concentraciones 
crecientes de GA3. La sensibilidad al GA3, se determinó mediante su capacidad para 
revertir el efecto inhibitorio sobre la germinación ejercido por una solución de TE (750 
µM) (estudio 1) o de ABA (250µM) (estudio 2). En el estudio 1, la germinación total en 
respuesta a la presencia de concentraciones crecientes de GA3 se incrementó en igual 
medida en ambos regímenes térmicos (Figura 4.4A).  
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Figura 4.4 A y B. Porcentaje final de germinación en semillas de Cynara cardunculus incubadas a 
temperaturas alternadas (20/10°C) (símbolos cerrados) o a temperatura constante (15°C) (símbolos 
abiertos) incubadas en diferentes soluciones (ver leyenda por debajo del eje horizontal). Los ensayos de 
germinación fueron conducidos durante 21 dias. Cada símbolo representa el valor promedio de tres 
repeticiones mientras que las barras verticales representan el error estándar de la media. 
En el estudio 2, la germinación total observada en la solución de GA3 50 y 250µM a 
temperaturas alternadas superó a la registrada bajo temperaturas constantes (Figura 4.4 
B). Sin embargo, estas diferencias excedieron al nivel de significación del 5% (P= 0,14 
y 0,1 para 50 y 250µM respectivamente). Bajo temperaturas alternadas, la 
concentración de 50µM saturó tempranamente la respuesta al GA3, ya que no se 
observaron incrementos posteriores en la germinación en respuesta a dosis mayores de 
esta hormona. Por el contrario, bajo temperaturas constantes, solamente las dosis de 
1.000 y 1.500 µM pudieron revertir la inhibición ejercida por el ABA (250µM) 
incrementando la germinación incluso por encima de la observada bajo temperaturas 
alternadas. A partir de los resultados obtenidos bajo ambas aproximaciones no se 
observó un cambio en la sensibilidad a la presencia de GA3 exógeno entre ambos 
tratamientos térmicos de incubación. 
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En línea con los resultados presentados en el capítulo 3, en el experimento preliminar se 
observó una sensibilidad menor al efecto inhibitorio del ABA para semillas incubadas a 
temperaturas alternadas (datos no presentados). Para 250µM ABA, una dosis 2,5 veces 
superior a la usada en el capítulo anterior, la germinación fue de 16,67 ± 3,3 (media ± 
E.E) y de 6,67 ± 6,67 para las semillas expuestas a temperaturas alternadas y constantes, 
respectivamente, pero esta diferencia no fue estadísticamente significativa (Figura 
4.4B).  
 
Análisis bioinformático de secuencias de nucleótidos relacionados con el 
metabolismo y señalización del ABA y de GAs. 
 
Se diseñaron primers (cebadores) degenerados a partir de secuencias de nucleótidos 
conservadas de otras especies vegetales (Ver sección Materiales y Métodos). Los 
fragmentos de cDNA del tamaño esperado para cada gen fueron amplificados. Se 
realizó el análisis de las secuencias de nucleótidos traducidos a proteínas mediante 
BLASTx con los siguientes resultados: Para CycaNCED el análisis determinó una 
identidad del 97% (80/82) con NCED2 de Lactuca sativa (BAE72991,1), 92% (76/82) 
con NCED de Chrysanthemum x morifolium (BAF36655,1), 92% (76/82) con NCED3 
de Lactuca sativa (BAE72092,1), 80% (65/81) con NCED3 de Lilium speciosum 
(ACX33873,1) y 81% (67/82) con NCED de Solanum peruvianum. Para 
CYcaCYP707A2 se observó una identidad de 85% (185/199) con ABA 8´-hidroxilasa de 
Lactuca sativa (BAG12744), 73% (139/196) con CYP707A2 de Arabidopsis lyrata 
(XP002881028,1), 70% (135/196) con ABA 8'-hidroxilasa de Prunus avium 
(ADP08627), 70% (138/196) con ABA 8'-hidroxilasa 2 de Arabidopsis thaliana (NP 
180473). En CycaABI5 se observó una identidad del 50% (116/232) con un elemento 
ABRE de Solanum tuberosum, 50% (114/229) con la proteína ABRE de Solanum 
lycopersicum, 67% (31/46) con ABI5 de Hordeum vulgare (HQ456390.1), y 50% 
(114/229) con proteína tipo ABRE de Solanum lycopersicum (AAS20434.1). Para 
CycaGA3ox, se observó un 83% (67/80) de identidad con GA3ox de Chrysanthemum x 
morifolium (BAG48320.1), 80% (61/80) con GA3ox1 de Lactuca sativa Ls3h1, 6.% 
(55/81) con GA3ox de Vitis vinífera (CAN80137.1), 67% (55/81) GA3ox de Solanum 
tuberosum (ACN89834); 75% (60/81) con GA3ox1 de Rumex palustris y 63% (52/82) 
con GA3ox2 de Nicotiana tabacum (ABO70984.1). Para CYcaGAI 97% (92/95) de 
identidad con la proteína tipo GAI de Tragopogon porrifolius (ADD64899.1), 93% 
(88/95) con la proteína tipo GAI de Argyroxiphium sandwicense (AAM15889.1), 88% 
(87/96) con la proteína DELLA de Malus hupehensis (ABS50250), 86% (86/96) con la 
proteína DELLA de Populus trichocarpa (XP002302975) y 86% (86/96) con la proteína 
tipo GAI de Cayratia japonica (ABL97859). Para CYcaRGL2 el análisis bioinformático 
reveló un 96% (92/95) de identidad con GAI de Tragopogon porrifolius (ADD64899), 
92% (87/95) con GIA/RGA de Argyroxiphium sandwicense (AAM15889), 90% (88/95) 
con GIA/RGA de Wilkesia gymnoxiphium (AAM15886.1), 90% (86/95) con la proteína 
DELLA de Solanum licopersicum (Q7Y1B6) y 90% (87/95) con GIA/RGA de 
Dubautia menziesii (AAM15884). 
 
Expresión de genes relacionados con el metabolismo y señalización del ABA y de GAs 
durante la incubación de semillas de C. cardunculus bajo temperaturas alternadas y 
constantes 
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Con el propósito de determinar si hay una transcripción diferencial de genes 
relacionados con el metabolismo y señalización del ABA y de las GAs por efecto de las 
temperaturas alternadas, fueron analizados los patrones de expresión de los siguientes 
genes: CycaNCED, CycaCYP707A2 y CycaABI5 (síntesis, inactivación y señalización 
de ABA respectivamente), y CycaGA3ox, CycaRGL2 y CycaGAI (síntesis de GAs el 
primero y señalización de GAs los dos restantes).  
Las temperaturas alternadas redujeron la expresión de genes relacionados con la 
biosíntesis y señalización del ABA. En efecto, las temperaturas alternadas no indujeron 
la expresión de CycaNCED más allá del primer día de incubación (Figura 4.5 A y B). 
Por el contrario, bajo temperaturas constantes, se observó la expresión de estos genes a 
lo largo de todo el periodo de evaluación. Las temperaturas alternadas redujeron la 
expresión de CycaABI5 en relación con lo observado bajo temperaturas constantes 
siendo estas diferencias estadísticamente significativas el día 5 de incubación (P= 
0,017) (Figura 4.7A y B). Por el contrario, la expresión de CycaCYP707A no fue 
afectada por el tratamiento térmico de incubación (P= 0,26, 0,92 y 0,11, para los días 1, 
3 y 5 respectivamente) (Figura 4.6 A y B). La menor abundancia de transcriptos 
observada para los genes que promueven la síntesis de ABA (CycaNCED) y la 
señalización del ABA (CycaABI5) en semillas incubadas a temperaturas alternadas son 
coincidentes con las resultados de la determinación de la dinámica de ABA y del ensayo 
de sensibilidad a la presencia de ABA presentados en el capítulo 3. 
 
Figura 4.5 A: Acumulación de trascriptos de CycaNCED de embriones aislados de aquenios con tiempo 
de incubación 1 (D1), 3 (D3) y 5 (D5) días bajo temperaturas constantes de 15°C o temperaturas 
alternadas de 20/10°C. B: Intensidad de banda de CycaNCED en relación con la observada para Actina. 
Se muestran los valores de tres repeticiones (R1 –R3) por tratamiento ±EEM. 
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Figura 4.6 A: Acumulación de trascriptos de CycaCYP707A de embriones aislados de aquenios con 
tiempo de incubación 1 (D1), 3 (D3) y 5 (D5) días bajo temperaturas constantes de 15°C o temperaturas 
alternadas de 20/10°C. Las reacciones de RT-PCR se desarrollaron de acuerdo con lo descrito en 
Materiales y Métodos. B: Intensidad de banda de CycaCYP707A en relación con la observada para 
Actina. Se muestran los valores de tres repeticiones (R1 – R3) por tratamiento ±EEM. 
 
 
Figura 4.7 A: Acumulación de trascriptos de CycaABI5 de embriones aislados de aquenios con tiempo de 
incubación 0 (Secas), 1 (D1), 3 (D3) y 5 (D5) días bajo temperaturas constantes de 15°C o temperaturas 
alternadas de 20/10°C. Las reacciones de RT-PCR se desarrollaron de acuerdo con lo descrito en 
Materiales y Métodos. B: Intensidad de banda de CycaABI5 en relación con la observada para Actina. Se 
muestran los valores de tres repeticiones (R1 – R3) por tratamiento ±EEM. 
 
 
Por el contrario, las temperaturas alternadas no produjeron modificaciones en la 
expresión de los genes vinculados con el metabolismo (CycaGA3ox) y señalización de 
las GAs (CycaRGL2 y CycaGAI) con respecto a la observada bajo temperatura 
constante (Figura 4.8, 4.9 y 4.10). La expresión de transcriptos para CycaGA3ox 
detectada a partir del día 3 de incubación, fue similar entre ambos tratamientos térmicos 
(P = 0,20 y 0,77 para los días 3 y 5 respectivamente) (Figura 4.8 A y B). Para 
CycaRGL2, el nivel de expresión observado los días 1, 3 y 5 fue similar entre ambos 
Secas
D1
D3
D5
15°C 20/10°C
R1   R2   R3 R1   R2   R3
0.0
0.5
1.0
1.5
15°C
20/10°C
In
te
n
s
id
a
d
 d
e
 b
a
n
d
a
 r
e
la
ti
v
a
 (
C
Y
P
7
0
7
/A
c
ti
n
a
)
Secas              D1               D3              D5
A B
Secas
D1
D3
D5
15°C 20/10°C
R1           R2            R3 R1           R2            R3
0.0
0.5
1.0
1.5
15°C
20/10°C
In
te
n
s
id
a
d
 d
e
 b
a
n
d
a
 r
e
la
ti
v
a
 (
A
B
I5
/A
c
ti
n
a
)
A B
Secas                     D1                   D3                 D5
86 
 
 
tratamientos térmicos (P = 0,26, 0,07 y 0, 34 respectivamente) (Figura 4.9 A y B). Para 
CycaGAI, no hubo diferencias en la expresión de las muestras procedentes de 
temperaturas alternadas o constantes (P= 0,15 y 0,97, para los días 1 y 5 
respectivamente) (Figura 4.10).  
La abundancia similar en la cantidad de transcriptos medidos para los genes 
relacionados con la síntesis de GAs (CycaGA3ox) y la señalización de las GAs 
(CycaRGL2 y CycaGAI) bajo temperaturas alternadas y constantes fueron consistentes 
con los resultados fisiológicos presentados en este capítulo donde no se observaron 
cambios  en el contenido de GAs o en la sensibilidad.             
 
Figura 4.8 A: Acumulación de trascriptos de CycaGA3ox de embriones aislados de aquenios con tiempo 
de incubación  1 (D1), 3 (D3) y 5 (D5) días bajo temperaturas constantes de 15°C o temperaturas 
alternadas de 20/10°C. Las reacciones de RT-PCR se desarrollaron de acuerdo con lo descrito en 
Materiales y Métodos. B: Intensidad de banda de CycaGA3ox en relación con la observada para Actina. 
Se muestran los valores de tres repeticiones (R1-R3) por tratamiento ±EEM. 
 
 
Figura 4.9 A: Acumulación de trascriptos de CycaRGL2 de embriones aislados de aquenios con tiempo 
de incubación 0 (Secas), 1 (D1), 3 (D3) y 5 (D5) días bajo temperaturas constantes de 15°C o 
temperaturas alternadas de 20/10°C. Las reacciones de RT-PCR se desarrollaron de acuerdo con lo 
descrito en Materiales y Métodos. B: Intensidad de banda de CycaABI5 en relación con la observada para 
Actina. Se muestran los valores de dos repeticiones para las semillas secas y de tres repeticiones (R1-R3) 
por tratamiento ±EEM para el resto de las observaciones. 
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Figura 4.10 A: Acumulación de trascriptos de CycaGAI de embriones aislados de aquenios con tiempo 
de incubación 0 (Secas), 1 (D1), 3 (D3) y 5 (D5) días bajo temperaturas constantes de 15°C o 
temperaturas alternadas de 20/10°C. Las reacciones de RT-PCR se desarrollaron de acuerdo con lo 
descrito en Materiales y Métodos. B: Intensidad de banda de CycaGAI en relación con la observada para 
Actina. Se muestran los valores de dos repeticiones para las semillas secas y de tres repeticiones (R1-R3) 
por tratamiento ±EEM para el resto de las observaciones.  
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DISCUSIÓN 
Se ha propuesto que la terminación de la dormición involucra cambios en los niveles 
hormonales (i.e. menor relación ABA / GAs) como en la sensibilidad a la acción de 
estas hormonas (i.e. mayor sensibilidad a las GAs y menor sensibilidad al ABA) 
(Kucera et al., 2005; Finkelstein et al., 2008; Graeber et al., 2012). Si bien diversos 
trabajos muestran cambios en los niveles y sensibilidad a estas hormonas en respuesta a 
tratamientos que terminan la dormición (Toyomasu et al. 1993, 1998; Sawada et al., 
2008), no habían sido estudiados de manera detallada la participación de cada uno de 
estos aspectos del balance hormonal en relación al efecto de las temperaturas alternadas. 
Del mismo modo, tampoco se habían identificado cuales son los posibles sitios de 
regulación a nivel molecular de estos mecanismos. A partir de los resultados 
presentados en el capítulo 3, se observó que las temperaturas alternadas redujeron el 
contenido de ABA y la sensibilidad al ABA. Ambos resultados fueron corroborados 
posteriormente por los estudios de expresión de genes, donde se encontró que la 
exposición de las semillas a temperaturas alternadas regula hacia abajo la expresión de 
CycaNCED y CycaABI5, mientras que no se observaron cambios en la expresión de 
CycaCYP707A entre temperaturas alternadas y temperaturas constantes (Figuras 4.5 a 
4.7). Estos resultados permiten proponer que la transcripción de genes que codifican 
para enzimas involucradas en la síntesis y en la señalización de ABA como los sitios a 
nivel de los cuales las temperaturas alternadas regulan el contenido y la señalización de 
esta hormona con el consiguiente efecto sobre la terminación de la dormición. Estos 
resultados se alinean con los obtenidos por Argyris et al. (2008) y Toh et al. (2008) 
quienes propusieron que la temperatura controla la germinación de semillas de Lactuca 
sativa a través de la regulación de la expresión de genes que participan en la biosíntesis 
del ABA. En efecto, como en esta tesis, Argyris et al. (2008) también hallaron una 
reducción en el nivel de expresión de LsNCED4 y de ABI5 en semillas expuestas a la 
temperatura que permite la germinación. Por el contrario, no encontraron cambios en la 
expresión de LsABA8ox4, bajo aquellas temperaturas que permitían la germinación y 
aquellas que la inhibían. Por su parte, Toh et al. (2008), hallaron que tanto el gen que 
codifica para la zeaxantina epoxidasa (ABA1/ZEP) y el gen NCED9, ambos 
participantes del proceso de biosíntesis del ABA, fueron regulados negativamente bajo 
temperaturas que permitieron la germinación de A. thaliana,  
Si bien la reducción en el contenido de ABA bajo temperaturas alternadas, es 
coincidente con lo ya conocido para otros factores terminadores de la dormición, como 
la luz y los nitratos, no siempre el sitio de regulación se encuentra vinculado con una 
reducción de la tasa de síntesis de esta hormona. En efecto, en semillas expuestas a la 
luz, Sawada et al. (2008) reportaron que son dos los sitios de regulación para el control 
del contenido de ABA. Los autores informaron que la expresión de los genes LsNCED2 
y LsNCED4, involucrados en la síntesis de ABA, fue regulada hacia abajo mientras que 
la expresión del gen LsABA8ox4, involucrado en la degradación del ABA, se 
incrementó. Por su parte, el sitio de regulación del contenido de ABA tras la aplicación 
de nitratos en semillas de Arabidopsis, se encuentra asociado a un incremento en la 
expresión de CYP707A2, un gen responsable de la síntesis de la enzima que participa de 
la degradación del ABA (Matakiadis et al., 2009). Como fue señalado, las temperaturas 
alternadas provocaron también una regulación hacia abajo de la expresión de CycaABI5, 
desde el día 3 en adelante. ABI5 es un factor de transcripción de tipo bZIP y es un 
regulador positivo de la señalización de ABA (Lopez-Molina et al., 2002). La menor 
expresión del gen que codifica para esta proteína en semillas expuestas a temperaturas 
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alternadas, podría estar determinando una menor abundancia de la proteína lo que 
resultaría en una menor sensibilidad a la acción inhibitoria del ABA. Este resultado 
concuerda con los resultados fisiológicos presentados en el capítulo 3 donde las 
temperaturas alternadas reducen la sensibilidad al ABA y sostienen la Hipótesis V 
planteada en el capítulo introductorio. La sensibilidad al efecto del ABA se encuentra 
relacionada con el contenido de ABI5, existiendo una relación estrecha entre el 
contenido de esta hormona y el de la proteína ABI5 (López-Molina et al., 2001). Por lo 
tanto, aquellas señales ambientales que deriven en una reducción del contenido de ABA 
(i.e. luz y nitratos) reducirían la expresión de ABI5. No obstante, la cantidad y 
estabilidad de ABI5 no solamente está modulada por el contenido de ABA. En efecto, 
López-Molina et al. (2003) y Stone et al. (2006) reportaron respectivamente, que las 
proteínas AFP (proteína ligada a ABI 5) y KEG (Keep On Going) marcan al ABI5 para 
su posterior degradación por acción del sistema ubiquitina-proteosoma. Recientemente, 
Foley et al. (2012) estudiaron el transcriptoma de semillas de Euphorbia esula 
expuestas a temperaturas alternadas y constantes. Entre otros hallazgos, los autores 
encontraron un incremento en la transcripción de ABI3 y ABI5 tres días después de la 
imbibición bajo temperaturas alternadas. Para ese tiempo, las semillas de E. esula se 
encuentran todavía distantes del comienzo de la germinación (Foley y Chao, 2008). 
Dicho trabajo no incluye el estudio de cambios trancripcionales en momentos más 
cercanos a la germinación que permitan una comparación más directa con los resultados 
aquí presentados. ABI3 es un elemento de la señalización del ABA ubicado corriente 
arriba de ABI5.  
En el capítulo 3 se observó, además, de qué manera la manipulación del balance 
hormonal de las semillas, mediante la aplicación de ABA, GAs y de los respectivos 
inhibidores de su síntesis, bajo temperaturas alternadas o constantes modificaron el 
comportamiento germinativo de las semillas (Figuras 3.2 y 3.4). Estos estudios 
señalaron que aquellas condiciones experimentales que establecían una menor relación 
ABA/GAs eran tan eficaces en la terminación de la dormición como las temperaturas 
alternadas. Sin embargo, la información disponible hasta esa instancia era insuficiente 
para establecer cuál era la participación específica de las GAs en la respuesta a las 
temperaturas alternadas. Para poder esclarecer su rol, en este capítulo se estudió si la 
terminación de la dormición por efecto de las temperaturas alternadas incluye: I) el 
estímulo de la síntesis de GAs y/o II) un incremento en la sensibilidad a esta hormona; 
Los resultados obtenidos establecieron contenidos semejantes de GA1 o GA4 para las 
semillas incubadas bajo temperaturas o las incubadas bajo temperaturas constantes 
(Figura 4.2 y 4.3), denotando, bajo las condiciones experimentales utilizadas, que la 
síntesis de GAs se encuentra activa en semillas incubadas bajo ambos regímenes 
térmicos. Este resultado en conjunto con los obtenidos en la cuantificación del ABA 
(Figura 3. 3) y los inhibidores GAs y ABA (paclobutrazol y fluridone respectivamente) 
(Figura 3.2 y 3.4) muestran la naturaleza hormonal de la respuesta a las temperaturas 
alternadas. Bajo temperaturas constantes, el mecanismo que mantiene la dormición es la 
continua síntesis de ABA durante la incubación (i.e. alto ABA / GAs). Por lo tanto, la 
aplicación de fluridone impidió la síntesis del ABA y en consecuencia redujo la relación 
ABA / GAs, ya que la síntesis de GAs se encuentra activa independientemente del 
régimen térmico. De esta manera, las semillas expuestas a temperaturas constantes se 
comportaron como si hubiesen estado bajo temperaturas alternadas. Las temperaturas 
alternadas reducen el contenido de ABA sin afectar la síntesis de GAs, estableciendo 
una baja relación ABA: GAs que permite la terminación de la dormición. En este caso, 
la presencia del paclobutrazol redujo el contenido de GAs con actividad biológica, 
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estableciendo de esta manera una relación alta entre ambas hormonas. De este modo, 
semillas incubadas bajo temperaturas alternadas terminaron comportándose como si 
hubieran estado incubadas a temperaturas constantes. En cada uno de estos contextos, la 
síntesis de GAs de novo parecería ser un requisito para que la germinación proceda.  
La determinación del contenido de GAs bajo ambos tratamientos térmicos estuvo de 
acuerdo con el análisis de la expresión de CycaGA3ox, donde se observó un nivel de 
transcriptos semejante en semillas incubadas bajo temperaturas alternadas y constantes 
(Figura 4.8). La elección de la expresión del gen que codifica para esta enzima, 
obedeció a que la actividad de la GA 3-oxidasa es el paso último para la conversión 
hacia las formas bio-activas de este compuesto (Yamaguchi, 2008).  
Por otro lado las temperaturas alternadas tampoco modificaron la sensibilidad de las 
semillas al GA3 exógeno cuando se reprimió la síntesis de GAs mediante TE. En efecto, 
la germinación total dentro del rango de concentraciones de GA3 estudiadas, denotó un 
comportamiento similar entre ambos regímenes térmicos. En contraste, en dos de las 
concentraciones de GA3 utilizadas (50 y 250µM), el uso de soluciones combinadas de 
ABA más GA3, se observó un sutil incremento de la germinación en semillas incubadas 
a temperaturas alternadas con respecto a lo observado bajo temperaturas constantes 
(Figura 4.4 A y B). No obstante, considerados en su conjunto los resultados alcanzados 
no permiten suponer que el incremento en la sensibilidad a las GAs sea uno de los 
mecanismos fisiológicos a partir de los cuales las temperaturas alternadas terminan la 
dormición. La ausencia de un incremento en el contenido o de una mayor sensibilidad a 
las GAs no permite aceptar lo planteado por la hipótesis III de la Introducción General. 
Nuevamente, fueron consistentes los resultados de las aproximaciones fisiológicas y las 
moleculares en relación con la sensibilidad a las GAs. En efecto, las temperaturas 
alternadas no modificaron la expresión de genes que codifican para reguladores 
negativos de la señalización de GAs como son las proteínas GAI o RGL2 (Figura 4.9 y 
4.10). De este modo, se acepta la Hipótesis VII que expresaba que “La incubación de 
semillas bajo alternancia de temperaturas no induce la expresión de ciertos genes que 
regulan negativamente la señalización de GAs (e.g. GAI, RGL2)”. 
La figura 4.11 resume los cambios en el contenido y señalización hormonal y del nivel 
de transcriptos posiblemente involucrados en la síntesis, catabolismo y señalización en 
relación con los tratamientos térmicos  y hormonales aplicados. 
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Figura 4.11 La altura de cada columna representa los contenidos relativos de ácido abscísico (ABA) y 
giberelinas (GAs). El incremento en la concentración [  ] y la regulación positiva de la transcripción están 
indicada con un (+), la disminución de la concentración y la regulación negativa por un (−), mientras que 
(=) representa sin cambios concentraciones o nivel de transcriptos entre temperaturas alternadas y 
constantes 
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DISCUSION GENERAL 
La identificación de las temperaturas alternadas como un factor terminador de la 
dormición fue enunciada décadas atrás por Steinbauer y Grigsby (1957). Desde ese 
momento hasta el presente, existe un consenso sólido acerca de que, en conjunto con la 
luz y los nitratos son las señales ambientales más relevantes para la terminación de la 
dormición (Penfield y King, 2009; Footitt et al., 2011; Finch-Savage y Footit, 2012). 
Así, en el caso de las semillas que se encuentran enterradas en el banco de semillas del 
suelo, la percepción de fluctuaciones térmicas es una señal ambiental que aporta 
información acerca de la ubicación espacial de las semillas (Thompson y Grime, 1983; 
Ghersa et al., 1992). Hasta el inicio de la presente tesis, el conocimiento sobre el efecto 
de las temperaturas alternadas en la terminación de la dormición avanzó en especial 
sobre dos diferentes ejes: las características constitutivas del ciclo de alternancia de 
mayor eficacia para la terminación de la dormición (e.g. Roberts y Totterdell, 1981; 
Murdoch et al., 1989; Benech-Arnold et al., 1990a, b; Batlla et al., 2003) y sobre el 
sentido adaptativo de este requerimiento (e.g. Benech-Arnold et al., 1988; Ghersa et al., 
1992). Para el primero de estos aspectos, se identificó al número de ciclos y a la 
amplitud térmica como dos de las características de los ciclos de alternancia de 
temperaturas, con mayor relevancia (ver capítulo 1). Por otro lado, los resultados 
presentados en el segundo grupo de trabajos permiten concluir que la percepción de 
temperaturas alternadas le confiere a las poblaciones de semillas la posibilidad de 
detectar la profundidad de entierro y la existencia de discontinuidades en el dosel 
vegetal. El conocimiento existente sobre el requerimiento de temperaturas alternadas de 
muchas poblaciones de malezas se utilizó para el diseño de estrategias de conducción de 
cultivos basadas en la prevención de la satisfacción de este requerimiento. Por este 
medio, se redujo la emergencia de plántulas y en forma concomitante su crecimiento 
poblacional (Huarte y Benech-Arnold, 2003). Independientemente de los avances 
realizados, es escasa la información disponible en la literatura que permitan la 
comprensión de las bases fisiológicas, hormonales y moleculares de la respuesta a las 
temperaturas alternadas (Hu et al., 2012).  
En Tesis utilizó como punto de partida la comparación de los parámetros resultantes de 
la aplicación del modelo de hidrotiempo (Gummerson, 1986) en un grupo de especies 
no domesticadas. El modelo de hidrotiempo, en conjunto con otros modelos de base 
poblacional, permite caracterizar, cuantificar y modelar satisfactoriamente la dormición 
y el comportamiento germinativo de semillas en respuesta a factores ambientales y 
fisiológicos (Allen et al., 2008; Boddy et al., 2012). Varios autores destacaron la 
fortaleza de los modelos de base poblacional, ya que el valor de sus parámetros tiene 
una profunda significancia biológica, y en especial, el valor del potencial agua base 
(ψb), (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006; Bradford et al., 2008; Watt et al., 2011). 
La aplicación del modelo de hidrotiempo sobre los resultados obtenidos en ensayos de 
germinación bajo temperaturas alternadas y constantes, mostró que las temperaturas 
alternadas redujeron el ψb de germinación en todas las especies estudiadas (capitulo 2). 
Desde un punto de vista fisiológico, este hecho significa un incremento en la capacidad 
del embrión para superar aquellas restricciones de origen físico y/o endógeno que 
impiden su crecimiento (Welbaum et al., 1998). Por lo tanto, esta afirmación constituye 
la primera explicación fisiológica sobre el origen de la respuesta a las temperaturas 
alternadas. Del grupo inicial de especies estudiadas, Cynara cardunculus fue la que 
mostró una reducción mayor en el valor del ψb. Por esa razón, los experimentos 
posteriores se centraron en esta especie. Como fuera expresado, el efecto de las 
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temperaturas alternadas se relaciona con un incremento de la capacidad del embrión 
para sobreponerse al conjunto de restricciones que impiden su crecimiento.  
Tal como lo descrito para otras especies Asteráceas (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 
2006), C. cardunculus presenta dormición de tipo fisiológico no profundo. En esta 
familia el embrión se encuentra recubierto completamente por un endosperma delgado y 
un pericarpio grueso siendo ambos tejidos considerados como las resistencias físicas 
que el embrión debe superar para que la germinación concluya (Sung et al., 2008). La 
finalización de la dormición de tipo fisiológica, requiere de un incremento de la relación 
de fuerzas entre el potencial de crecimiento del embrión versus las restricciones 
impuestas por los tejidos extraembrionarios  (e.g. endosperma, pericarpio) (Nonogaki, 
2006). Si bien no fue propósito de esta tesis identificar, mediante experimentos 
específicos, cuál de los sitios responsables de alterar el balance de fuerzas (i.e. embrión 
y/o cubiertas) es influido por las temperaturas alternadas, se observó que el aislamiento 
de los embriones de C. cardunculus permite una germinación rápida (Huarte, datos no 
presentados). Una vez aislados, los embriones permanecen rodeados por el endosperma, 
indicando de esta manera que el bloqueo sobre la germinación se ubica a nivel del 
pericarpio. Por lo tanto, la reducción del ψb ejercida por las temperaturas alternadas es 
posible asociarla con un incremento en el potencial de crecimiento del embrión 
permitiendo que la germinación ocurra.  
El incremento del potencial de crecimiento del embrión puede ser asociado a una 
reducción del potencial agua del embrión, causado probablemente por la acumulación 
de azucares y aminoácidos (Bewley, 1997), pero también por una mayor extensibilidad 
de las paredes celulares del eje embrionario (Nonogaki et al., 1998). Este proceso, como 
el debilitamiento del endosperma, involucra la acción de proteínas que remodelan sus 
paredes celulares (CWRPs) (Linkies y Leubner-Metzger, 2012). La participación de las 
CWRPs fue estudiada en especies de diferentes familias incluyendo a las Asteráceas 
(Dutta et al., 1997; Nascimento et al., 1999). La síntesis de las CWRPs se encuentra 
principalmente regulada por la acción hormonal (Hilhorst et al., 2010). Dentro de las 
hormonas que participan de este proceso, los roles de las GAs y del ABA son los más 
conocidos, donde las GAs cumplen la función de estimular su síntesis mientras que el 
ABA la reprime (da Silva et al., 2004; Gimeno-Gilles et al., 2009). En ese contexto, el 
incremento del potencial de crecimiento del embrión mediado por las temperaturas 
alternadas debería verse asociado con I) una reducción en el contenido de ABA (menor 
síntesis y/o mayor catabolismo) (Nambara y Marion-Poll, 2005) y/o en la sensibilidad al 
efecto inhibidor de la germinación de este regulador del crecimiento (Corbineau et al., 
2002), y II) con un mayor contenido de GAs (mayor síntesis y/o menor catabolismo) 
(Yamaguchi, 2008) y/o sensibilidad al efecto promotor de la germinación de las GAs 
(Hartweck, 2008). Con la intención de identificar cuál de los posibles cambios en las 
relaciones hormonales era responsable del incremento del potencial de crecimiento del 
embrión y la posterior terminación de la dormición, se exploró una eventual 
modificación en los niveles endógenos de ABA y GAs y/o en la sensibilidad de las 
semillas al agregado de estas fitohormonas (capítulos 3 y 4). Los resultados del capítulo 
3 mostraron que las temperaturas alternadas reducen el contenido endógeno de ABA 
(Figura 3.3), y la sensibilidad de las semillas a su efecto inhibidor sobre la germinación 
(Figura 3.2). Ambas observaciones fueron posteriormente corroboradas por los estudios 
de expresión de genes, en los cuales se observó una reducción en el nivel de transcriptos 
que codifican para NCED y ABI5 (capítulo 4). Si bien la reducción en el contenido (e.g. 
Sawada et al., 2008) y/o en la sensibilidad al ABA (e.g. Corbineau et al., 2002) son 
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requisitos conocidos para la terminación de la dormición bajo otros tratamientos, este es 
el primer estudio donde se demuestra que la respuesta a las temperaturas alternadas se 
asocia con estos cambios. Por el contrario, las temperaturas de incubación constantes 
determinaron que la concentración de ABA permaneciera constante durante el período 
de incubación. El hecho de que una síntesis de novo de ABA durante la incubación (y, 
concomitantemente, el mantenimiento del contenido de ABA), sea la responsable del 
mantenimiento de la dormición bajo temperaturas constantes se alinea con lo observado 
entre otros autores por Le Page-Degivry y Garello (1992), Ali-Rachedi et al. (2004). En 
el capítulo 4 se estudió si la respuesta a las temperaturas alternadas implicaba además 
un incremento en el contenido y/o en la sensibilidad a las GAs. Los resultados 
obtenidos, señalaron que la respuesta a las temperaturas alternadas no se relacionó con 
un incremento en la síntesis o en una menor inactivación de las GAs, ni con una mayor 
sensibilidad a su efecto promotor sobre la germinación. En efecto, la acumulación de 
GAs activas fue similar en semillas incubadas a temperaturas alternadas o constantes en 
todos los momentos de la incubación, incluyendo el inicio de la germinación de aquellas 
semillas incubadas bajo temperaturas alternadas (Figura 4.3). Estos resultados también 
fueron corroborados por estudios moleculares (capítulo 4), en los cuales se observó una 
cantidad de trascriptos común para elementos que participan en la síntesis y en la 
señalización de las GAs. Por lo tanto, el conjunto de experimentos realizados permitió 
hallar que la terminación de la dormición por efecto de las temperaturas alternadas es de 
naturaleza hormonal fundamentada es una reducción de la relación ABA / GAs, 
reduciendo concomitantemente la expresión de genes que codifican para elementos de 
la red de señalización del ABA (i.e. CycaABI5). La baja relación ABA / GAs y la 
reducción en el nivel de mRNA de ABI5 por efecto de las temperaturas alternadas son 
consistentes con las condiciones requeridas para la síntesis de las CWRPs necesarias 
para estimular el crecimiento del embrión y cuyo efecto se observa en la reducción del 
ψb (capítulo 2).  
Si bien no estuvo comprendido dentro de los alcances de la presente tesis, no podría 
descartarse que otra/s hormonas o compuestos químicos como las especies reactivas al 
oxígeno (ROS) participen en la respuesta a las temperaturas alternadas. Al presente, está 
documentada la participación del etileno en la terminación de la dormición mediante la 
represion de la señalizacion del ABA (i.e. ABI1, 2) (Kucera et al., 2005; Matilla y 
Matilla-Vazquez, 2008; Linkies et al., 2011) tal como lo observado en semillas 
expuestas a las temperaturas alternadas. Si bien en la presente tesis la señalización del 
ABA fue estudiada sobre el factor de trascripción ABI5, es posible que las temperaturas 
alternadas depriman la señalización de esta hormona corriente arriba del elemento 
estudiado. Bajo este supuesto podría ser considerado que las temperaturas alternadas 
podrían estimular la síntesis de etileno, tal como observó Argyris et al. (2008), en 
semillas de L. sativa bajo temperaturas que permitieron la germinación. En dicho 
estudio, los autores observaron un incremento en la expresión del gen ACO-B que 
integra la familia génica que codifica para la ACC oxidasa, la enzima que promueve el 
paso final de la síntesis del etileno. Por su parte Muller et al. (2009), señalaron que la 
síntesis de compuestos ROS se encuentra bajo control hormonal y que uno de estos 
compuestos, el anión hidróxido, participa de la degradación de paredes celulares 
necesarias para la crecimiento de la radícula.  
El esquema siguiente resume los conocimientos aportados por los capítulos II, III y IV 
sobre la naturaleza hormonal de la terminación de la dormición por efecto de las 
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temperaturas alternadas. Se destacan los procesos principales que estarían siendo 
regulados por las temperaturas alternadas de incubación.  
 
Figura 5.1 Procesos involucrados en la terminación de la dormición por temperaturas alternadas. El 
símbolo (+) representa un incremento de la expresión de genes en relación a la detectada bajo 
temperaturas constantes. El símbolo (=) representa que no se detectaron cambios en la expresión bajo 
ambos tratamientos térmicos, mientras que (-) indica una reducción en la expresión en relación a la 
observada bajo temperaturas constantes. 
 
Otro aporte de este trabajo fue la obtención para su publicación en NCBI de las 
secuencias codificantes (CDS) para C. cardunculus de los seis transcriptos 
anteriormente mencionados y el de la actina, gen cuya expresión se usó como 
referencia.  
Una vez descritos el conjunto de procesos activados por las temperaturas alternadas, es 
interesante analizar la existencia de mecanismos análogos entre la terminación de la 
dormición por efecto de la luz y aquellos promovidos por las temperaturas alternadas en 
especies con dormición de tipo fisiológico no profundo. La comparación del efecto de 
ambas señales ambientales denota que la respuesta fisiológica es común, ya que bajo la 
influencia de la luz o las temperaturas alternadas se observa un incremento de la 
capacidad de crecimiento del embrión. En efecto para el caso de la luz, entre otros 
estudios, de Miguel y Sánchez (1992) informaron que el efecto sobre la terminación de 
la dormición radica en un incremento del potencial de crecimiento del embrión y un 
debilitamiento del endosperma. Como fue mencionado, ambos procesos tienen una base 
hormonal (Leubner Metzger, 2003; Graeber et al., 2012). No obstante, en las especies 
usadas como modelo para estudiar la respuesta a la luz, se observó que los 
metabolismos, tanto en la síntesis como en su inactivación, de las GAs y del ABA son 
modulados por el fitocromo. Estas observaciones son consistentes con la expresión de 
aquellos genes que codifican para las enzimas responsables de la síntesis, degradación y 
de señalización de estas hormonas (e.g. Seo et al., 2006; Yamaguchi et al., 1998; 
Yamauchi et al. 2004). En particular, es conocido que la forma activa del fitocromo 
(Pfr) induce la síntesis de GAs mediante un aumento en la expresión del gen que 
codifica para la enzima GA 3-β hidroxilasa, última enzima comprometida en la síntesis 
de GAs con actividad biológica (Ogawa, 2003). A diferencia de estas observaciones, la 
respuesta a las temperaturas alternadas obedece particularmente a una reducción de la 
|
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CycaGA3ox (=)
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síntesis y de señalización del ABA sin ejercer cambios sobre el metabolismo y 
señalización de las GAs (capítulos III y IV).  
 
Implicancias sobre futuras investigaciones. 
Esta tesis permitió dilucidar el conjunto de mecanismos que permiten la terminación de 
la dormición por efecto de las temperaturas alternadas. Durante este trabajo fue posible 
evidenciar el incremento de la capacidad de crecimiento del embrión, los cambios en el 
balance hormonal y en la expresión de genes involucrados en pasos claves del 
metabolismo y señalización del ABA y las GAs por efecto de la temperaturas 
alternadas. No obstante, independientemente del avance sensible en la comprensión de 
esta respuesta, persisten varios interrogantes por resolver en pos de una comprensión 
más completa de esta respuesta. Entre ellas podemos mencionar la participación de otras 
hormonas, de los compuestos ROS y de la actividad de la NAPDH oxidasa (estos 
estudios se encuentran ya en proceso), el sitio de percepción del estímulo y el 
mecanismo por el cual las semillas perciben las fluctuaciones diarias de temperatura. 
Para resolver estos últimos interrogantes, Penfield (2008) propuso que los cambios en la 
fluidez de la membrana celular serían los sitios primarios donde la temperatura es 
percibida. En la misma revisión, el autor menciona que dos compuestos farmacológicos 
capaces de incrementar (i.e. alcohol bencílico) o reducir la fluidez de la membrana (i.e. 
dimetilsulfóxido) respectivamente, modifican la expresión de genes regulados por la 
temperatura. Más allá del riesgo de efectos colaterales siempre presentes en este tipo de 
aproximaciones, la evaluación de la germinación en soluciones de alcohol bencílico 
bajo temperaturas contantes o con dimetilsulfóxido bajo temperaturas alternadas resulta 
una manera interesante de profundizar en la materia. Otra línea de trabajo interesante 
sería la evaluación de la acción del reloj circadiano en la percepción de la alternancia 
térmica. Si bien un primer intento de hallar un vínculo entre la expresión de genes del 
reloj circadiano y temperaturas alternadas fue descrito en semillas de A. thaliana 
(Penfield y Hall, 2009), la posibilidad de avanzar sobre la expresión de los genes del 
reloj circadiano necesarios para la expresión de los genes vinculados al metabolismo del 
ABA (Seung et al., 2012) sería una nueva y valiosa contribución al conocimiento en 
esta área de la biología de semillas.   
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